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2008-σήµερα: Εκπόνηση διδακτορικής διατριβής στην Ανοσολογία µε 
θέµα: «Λειτουργική έκφραση και επαγωγή των 
ενδοκυττάριων αυτοαντιγόνων στην αυτοανοσία». 
Υπεύθυνος: Καθηγητής Α.Γ.Τζιούφας 
Εργαστήριο Παθολογικής Φυσιολογίας, Ιατρική Σχολή, 
Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών.   
 
 
ΕΡΓΑΣΙΑΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 
 
Εργασιακή εµπειρία σε διδασκαλία µαθηµάτων 
2003-2007: Προετοιµασία υποψηφίων Πανελλαδικών Εξετάσεων στα µαθήµατα: 
Βιολογία Γενικής Παιδείας, Βιολογία Κατεύθυνσης και Χηµεία Κατεύθυνσης.  
Μεταφράσεις (από την Αγγλική στην Ελληνική γλώσσα) 
1. Μετάφραση του κεφαλαίου 1 του βιβλίου “Pathophysiology, Ivan Damjanov, 
Saunders Elsevier” που διδάσκεται στους τριτοετείς φοιτητές της Ιατρικής 
Σχολής του Πανεπιστηµίου Αθηνών, για τις επιστηµονικές εκδόσεις Παρισιάνου 
 
ΥΠΟΤΡΟΦΙΕΣ 
I. 2009: "Μελέτη της επέκτασης των αυτοάνοσων αποκρίσεων µετά από 
ανοσοποίηση ζωικών προτύπων µε τους κύριους Β κυτταρικούς επίτοπους του 
αυτοαντιγόνου La/SSB " µε την υποστήριξη της Ελληνικής Ρευµατολογικής 
Εταιρίας.  
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II. Ενίσχυση του ανθρώπινου ερευνητικού δυναµικού µέσω της υλοποίησης 
διδακτορικής έρευνας - «Ηράκλειτος ΙΙ» για την εκπόνηση διατριβής κατά τα 
έτη 2010-2013 
 
ΞΕΝΕΣ ΓΛΩΣΣΕΣ  
1997: Πτυχίο Αγγλικής γλώσσας  
Certificate of Proficiency in English, 
University of Cambridge   
 
1998: Πτυχίο Γαλλικής γλώσσας  
Certificat Pratique de Langue Française, 
Université de Paris-Sorbonne   
1er Degré 
 
 
 
ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 
2005-2006: Εργαστήριο Βιολογίας Φυτικού Κυττάρου, Τοµέας 
Βοτανικής, Τµήµα Βιολογίας, Σχολή Θετικών Επιστηµών, 
Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών. 
(∆ιευθυντής: Καθ. Βασίλειος Γαλάτης) 
Εκπόνηση διπλωµατικής εργασίας µε τίτλο: «Μελέτη της 
συµµετοχής του συστήµατος της ακτινοµυοσίνης στη 
λειτουργία των στοµάτων του φυτού Vicia faba L.». 
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(Υπεύθυνος Καθηγητής: Βασίλειος Γαλάτης) 
  
2007-σήµερα: Εργαστήριο «Μοριακής Ανοσολογίας και 
Ανοσοϊστοπαθολογίας» και Εργαστήριο «Ανοσοχηµείας», 
Τµήµα Παθολογικής Φυσιολογίας, Ιατρική Σχολή, Εθνικό 
& Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών (∆ιευθυντής: 
Καθ. Χ.Μ. Μουτσόπουλος)  
Εκπόνηση διδακτορικής διατριβής (Επιβλέπων Καθηγητής: 
Α.Γ. Τζιούφας) 
 
ΓΝΩΣΗ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΩΝ ΤΕΧΝΙΚΩΝ 
Κυτταρικές καλλιέργειες 
• Εγκαθίδρυση και µακρόχρονη καλλιέργεια µη νεοπλασµατικών επιθηλιακών 
κυτταρικών σειρών από σιελογόνους αδένες ασθενών  
• Καλλιέργεια νεοπλασµατικών επιθηλιακών κυτταρικών σειρών (όπως HeLa) 
• ∆οκιµασίες διέγερσης των TLRs και δοκιµασίες µε επίδραση µε ιντερφερόνες  σε 
επιθηλιακές κυτταρικές σειρές.  
Ανάλυση νουκλεϊκών οξέων 
• Αποµόνωση νουκλεϊκών οξέων (DNA, RNA) 
• Αντίστροφη µεταγραφή RNA (Reverse Transcription PCR)  
• Ποσοτική Πραγµατικού-Χρόνου αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (qRT PCR) 
• Ανίχνευση αντιδράσεων µεταξύ νουκλεϊκών οξέων (DNA ή RNA) και πρωτεϊνών 
µε δοκιµασία αλλαγής της κινητικότητας κατόπιν ηλεκτροφόρησης (EMSA)   
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Πρωτεϊνική ανάλυση 
• Αποµόνωση πρωτεϊνών συµπεριλαµβανοµένων ειδικών αντισωµάτων µε τη 
χρήση στηλών ανοσοσυγγένειας  
• Προετοιµασία πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων (προετοιµασία ολικών, πυρηνικών και 
κυτταροπλασµατικών εκχυλισµάτων από ιστούς και κύτταρα) 
• Χαρακτηρισµός και ταυτοποίηση πρωτεϊνών µέσω ηλεκτροφόρησης σε 
αποδιατακτικές (Sodium-Dodecyl-Sulfate-Polyacrylamide-Gel Electrophoresis: 
SDS PAGE) ή µη αποδιατακτικές συνθήκες (Native Electrophoresis) 
• Ανοσοαποτύπωση κατά Western (χρησιµοποιώντας την ανάπτυξη χρώµατος ή 
ενισχυµένα συστήµατα χηµειοφωταύγειας) 
• Ανοσοκαθίζηση πρωτεϊνών  
• Χαρακτηρισµός και ποσοτικοποίηση πρωτεϊνών µε ανοσοενζυµατικές δοκιµασίες 
στερεάς φάσης (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay: ELISA) 
• Ανάλυση της έκφρασης και εντόπισης πρωτεϊνών σε δείγµατα ιστών και 
κυττάρων µε τη χρήση τεχνικών ανοσοϊστοχηµείας και ανοσοφθορισµού 
 
ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΣΕ ΣΥΝΕ∆ΡΙΑ 
 
Ανακοινώσεις σε διεθνή συνέδρια  
1. EULAR 2009-ANNUAL EUROPEAN CONGRESS OF RHEUMATOLOGY 
(Copenhagen, June 10-13, 2009). J.G. Routsias, N. Kyriakidis, M. Latreille, A.G. 
Tzioufas Pathophysiology Department, Medical School, National University of Athens, 
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Athens, Greece. Antibodies targeting the RNA Recognition Motif (RRM) of La/SSB 
cross-bind also the RNP autoantigen. Ann Rheum Dis 2009;68(Suppl3):373 
 
2.  10th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SJÖGREN'S SYNDROME – (Brest, 
France, 1-3 October 2009). J Routsias, N Kyriakidis, R. Clancy, J. Buyon,  A.G. 
Tzioufas. Long-term evaluation of idiotypic and anti-idiopathic response to the major 
epitope of La/SSB autoantigen in pregnant women at high risk for a child with congenital 
heart block (CHB) enrolled in the preventive IVIg therapy for CHB study.  
(Oral presentation). 
 
3. 73rd ANNUAL SCIENTIFIC MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF 
RHEUMATOLOGY (Philadelphia, Pennsylvania, October 17-21, 2009). JG. 
Routsias, Nikolaos Kyriakidis, Carolina Llanos, Robert M. Clancy, Jill Buyon and 
Athanasios G. Tzioufas. Longitudinal Evaluation of Idiotypic and Anti-Idiotypic 
Response to the Major Epitope of La/SSB Autoantigen in Mothers Enrolled in the PITCH 
(Preventive IVIG Therapy for Congenital Heart Block) Study. Arthritis & Rheumatism 
60 Suppl 10 :1586  
(ACR Notable Poster Award) 
  
4. 73rd ANNUAL SCIENTIFIC MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF 
RHEUMATOLOGY (Philadelphia, Pennsylvania, October 17-21, 2009). Routsias 
John G., Kyriakidis Nikolaos, Latreille Michael, Moutsopoulos Haralampos M., 
Tzioufas Athanasios G. RNA Recognition Motif (RRM) of La/SSB: The Bridge for Inter-
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Particle Spreading of Autoimmune Response to RNP. Arthritis & Rheumatism 60 Suppl 
10 :684  
 
5. 30nd EUROPEAN WORKSHOP FOR RHEUMATOLOGY RESEARCH 
(Bamberg, Germany, March 4-7, 2010). J G Routsias, N C Kyriakidis, S Kotsakis, A 
G Tzioufas. Structural insights into antigenicity of Ro/La ribonucleoprotein: SLE related 
epitopes are cryptic, masked by hY1 RNA. Ann Rheum Dis 2010;69 Suppl2:A3  
 
6. EULAR-2010: ANNUAL EUROPEAN CONGRESS OF RHEUMATOLOGY 
(Rome, Italy, June 2010).  N.C. Kyriakidis, S. Kotsakis, A.G. Tzioufas, J.G. Routsias. 
Antigenicity of Ro/La ribonucleoprotein in SLE is related to cryptic epitopes, masked by 
hY1 RNA. [OP0064] (Oral presentation). 
 
7. 74th ANNUAL SCIENTIFIC MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF 
RHEUMATOLOGY (Atlanta, Georgia, November 6–11, 2010). John G. Routsias1, 
Nikos C. Kyriakidis, Stathis Kotsakis, Athanasios G. Tzioufas. Structure and 
Antigenicity of the Ro/La RNP Particle hY1 RNA Differentiates the Recognition of 
Epitopes in Systemic Lupus Erythematosus and Sjogren’s Syndrome.  
Arthritis Rheum 62: 10 (suppl), S913, 2010. 
 
8. 11th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SJÖGREN'S SYNDROME (Athens, 
Greece, 28 September-1 October 2011). EK Kapsogeorgou, VC Gourzi, NC 
Kyriakidis, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. Cellular microRNAs 
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(miRNAs) and Sjögren’s Syndrome: Candidate Regulators of Autoimmune Response and 
Autoantigen Expression. Abstract P042. 
 
9. 11th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SJÖGREN'S SYNDROME (Athens, 
Greece, 28 September-1 October 2011). NC Kyriakidis, VC Gourzi, EK 
Kapsogeorgou, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. Effect of TLR3 
stimulation on the expression of the Ro/SSA AND La/SSB mRNA molecules by Salivary 
Gland Epithelial Cells (SGEC). Abstract P043. 
 
10. 11th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SJÖGREN'S SYNDROME (Athens, 
Greece, 28 September-1 October 2011). VC Gourzi, NC Kyriakidis, EK 
Kapsogeorgou, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. Association between 
the microRNAs (miRNAs) targeting Ro/SSA and La/SSB autoantigens and autoantigen 
mRNA expression. Abstract P044. 
 
 
11.  5th TURKISH-GREEK RHEUMATOLOGY DAYS (Belek, Antalya, Turkey, 
October, 14-16, 2011). VC Gourzi, NC Kyriakidis, EK Kapsogeorgou, MN 
Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. Cellular microRNAs (miRNAs) and 
Sjögren’s syndrome: Candidate regulators of autoimmune response and autoantigen 
expression (Oral presentation). 
 
12.  75th ANNUAL SCIENTIFIC MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF 
RHEUMATOLOGY (Chicago, Illinois, November 4-9, 2011). EK Kapsogeorgou, VC 
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Gourzi, NC Kyriakidis, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. Cellular 
microRNAs (miRNAs) and Sjögren’s Syndrome: Candidate Regulators of Autoimmune 
Response and Autoantigen Expression.  (Abstract 490). Arthritis Rheum 63: 10 (suppl), 
S188, 2011.  
 
13.  32nd EUROPEAN WORKSHOP FOR RHEUMATOLOGY RESEARCH 
(Stockholm, Sweden, February 23-25, 2012). VC Gourzi, EK Kapsogeorgou, NC 
Kyriakidis, A Morva, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. MicroRNA 
(miRNA) molecules as candidate regulators of Ro/SSA and La/SSB mRNA expression in 
Sjögren's syndrome. Ann Rheum Dis 2012;71:Suppl 1 A87. 
 
14.  32nd EUROPEAN WORKSHOP FOR RHEUMATOLOGY RESEARCH 
(Stockholm, Sweden, February 23-25, 2012). NC Kyriakidis, EK Kapsogeorgou, VC 
Gourzi, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. TLR3-mediated induction 
of Ro/SSA and La/SSB mRNA expression in salivary gland epithelial cells. Ann Rheum 
Dis 2012;71:Suppl 1 A87.  
 
15.  76th ANNUAL SCIENTIFIC MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF 
RHEUMATOLOGY (Washington, DC, November 9-14, 2012). VC Gourzi, EK 
Kapsogeorgou, NC Kyriakidis, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. 
Expression of Micrornas (miRNAs) Predicted to Target Ro/SSA and La/SSB 
Autoantigens in Sjogren’s Syndrome (SS). (Abstract 507). Arthritis Rheum 64: 10 
(suppl), S222, 2012.  
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16.  76th ANNUAL SCIENTIFIC MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF 
RHEUMATOLOGY (Washington, DC, November 9-14, 2012). NC Kyriakidis, EK 
Kapsogeorgou, VC Gourzi, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. TLR3-Signaling Induces 
the expression of Ro/SSA and La/SSB autoantigens in Salivary Gland Epithelial Cells 
(SGECs). (Abstract 508). Arthritis Rheum 64: 10 (suppl), S223, 2012. 
 
17.  EULAR 2013-ANNUAL EUROPEAN CONGRESS OF RHEUMATOLOGY 
(Madrid, Spain, June 12-15, 2013). N. C. Kyriakidis, E. K. Kapsogeorgou, V. C. 
Gourzi, H. M. Moutsopoulos, A. G. Tzioufas Pathophysiology, School of Medicine, 
National University of Athens, Athens, Greece. Ro52/TRIM21 expression in Salivary 
Gland Epithelial Cells (SGECS) is upregulated by TLR3-signaling. [OP0083] (Oral 
presentation). 
 
18. 12th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SJÖGREN'S SYNDROME (Kyoto, 
Japan, 9-12 October 2013). N. C. Kyriakidis, E. K. Kapsogeorgou, V. C. Gourzi, H. M. 
Moutsopoulos, A. G. Tzioufas Pathophysiology, School of Medicine, National University 
of Athens, Athens, Greece. TLR3-signaling mediates the upregulation and 
nuclear redistribution of Ro52/TRIM21 in Salivary Gland Epithelial Cells (SGEC). 
Abstract: P1-08 (page 136). (poster) (Young Travel Award). 
Ανακοινώσεις σε ελληνικά συνέδρια  
1. 36o ΕΤΗΣΙΟ ΠΑΝΕΛΛΗΝΙΟ ΙΑΤΡΙΚΟ ΣΥΝΕ∆ΡΙΟ (Αθήνα, 4-8  Μαΐου 2010) 
Ν. Κυριακίδης, Σ. Κωτσάκης, Α. Τζιούφας, Ι. Ρούτσιας. Η ∆ΟΜΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ 
ΑΝΤΙΓΟΝΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΟΥ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΟΠΡΩΤΕΙΚΟΥ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ Ro/La 
RNP ΑΠΟΚΑΛΥΠΤΕΙ ΟΤΙ ΟΙ ΑΝΤΙΓΟΝΙΚΟΙ ΚΑΘΟΡΙΣΤΕΣ ΣΤΟΝ 
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ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΟ ΕΡΥΘΗΜΑΤΩ∆Η ΛΥΚΟ ΕΙΝΑΙ ΚΡΥΠΤΙΚΟΙ ΚΑΙ 
ΚΑΛΥΠΤΟΝΤΑΙ ΑΠΟ ΤΟ ΗΥ1 RNA. Τόµος Περιλήψεων: σελ. 10, Αριθµός 
Ανακοίνωσης: 30. (Προφορική ανακοίνωση) 
 
ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΟ ΣΥΓΓΡΑΦΙΚΟ ΕΡΓΟ 
 
∆ηµοσιεύσεις σε διεθνή επιστηµονικά περιοδικά µετά από κρίση: 
1. Routsias JG, Kyriakidis N, Latreille M, Tzioufas AG. RNA recognition motif 
(RRM) of La/SSB: the bridge for interparticle spreading of autoimmune response 
to U1-RNP. Mol Med. 2010 Jan-Feb;16(1-2):19-26.  
2. Routsias JG, Kyriakidis NC, Friedman DM, Llanos C, Clancy R, Moutsopoulos 
HM, Buyon J, Tzioufas AG. Association of the idiotype:antiidiotype antibody 
ratio with the efficacy of intravenous immunoglobulin treatment for the 
prevention of recurrent autoimmune-associated congenital heart block. Arthritis 
Rheum. 2011 Sep;63(9):2783-9.  
3. Kyriakidis NC, Kapsogeorgou EK, Tzioufas AG. Autoantibodies in primary 
Sjögren’s syndrome: Clinical phenotypes and regulatory mechanisms. J 
Autoimmun. 2013 [Invited Review, submitted].  
4. Kyriakidis NC 1, Kapsogeorgou EK1, Gourzi VC, Baltatzis G, Tzioufas AG. 
TLR3-signaling increases the synthesis and nuclear redistribution of 
Ro52/TRIM21 autoantigen in Salivary Gland Epithelial Cells (SGEC), via the 
Type I interferon pathway. Manuscript In preparation 1: Authors contributed 
equally to the study.  
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ΧΡΗΣΗ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΟΥ ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΗ 
• Microsoft Office 2003-2007-2010 (Word, Excel, Powerpoint)  
• Paint Shop Pro  
• Adobe Photoshop CS6 
• Molsoft L.L.C.: ICM-Pro (software for biochemical analysis and 3D depiction of 
protein molecules),  
• GraphPad PRISM 5.0 (statistical analysis software) 
• SPSS 16 (statistical analysis software) 
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Curriculum vitae 
Nikolaos C. Kyriakidis 
Date & Place of Birth: August 26, 1982 - Athens, Greece 
Nationality: Greek 
Marital Status: Single 
Home Address: Adamopoulou 6, 
 N. Ionia, 14232 
Athens, Greece 
Tel. +30-210-2795666 (home) 
 -7462680 (work) 
Mobile phone:  +30-6983487675 
E-mail: nickyriakidis82@yahoo.gr 
 
Education-Academic Education 
1997-2000: 3rd High School, N. Ionia, Athens, Greece. 
 Graduation Degree: 19.4/20 
  
2000-2007: Diploma in Biology Bachelor of Science, Biology Department, National and 
Kapodistrian University of Athens, Athens, Greece 
   Graduation Degree: “Very Good” 
 
Thesis: «Study of the participation of the actin-myosin system in the functions of 
stomata of the plant Vicia faba L.». Supervisor: Professor Basil Galatis. 
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2008-present: Ph.D. Candidate in Immunology, Department of Pathophysiology, Medical 
School, University of Athens, Greece. 
 
Thesis: «Functional expression and induction of intracellular autoantigens in 
autoimmunity».  
 Supervisor:  Professor AthanasiosG.Tzioufas, MD. 
 
Working Experience 
2003-2007: Private classes in Biology for accessorial preparation of High School and 
University Candidates students and university exams preparation of High 
School and University Candidates  
 
Scholarships-Awards 
2009: "Study of autoimmune response spreading after immunization with major B-cell 
epitopes of La/SSB autoantigen" supported by the Greek Rheumatological Society. 
2009:   ACR Notable Poster Award: JG. Routsias, Nikolaos Kyriakidis, Carolina Llanos, 
Robert M. Clancy, Jill Buyon and Athanasios G. Tzioufas. Longitudinal Evaluation of 
Idiotypic and Anti-Idiotypic Response to the Major Epitope of La/SSB Autoantigen in 
Mothers Enrolled in the PITCH (Preventive IVIG Therapy for Congenital Heart Block) 
Study. Arthritis & Rheumatism 60 Suppl 10 :1586.  73rd ANNUAL SCIENTIFIC 
MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF RHEUMATOLOGY (Philadelphia, 
Pennsylvania, October 17-21, 2009).  
2010-2013:  «Heracleitus ΙΙ» - Research Funding Program. Investing in knowledge 
society through the European Social Fund.Co-financed by the European Union (European 
 17 
Social Fund – ESF) and  Greek  national  funds  through  the  Operational  Program  
“Education  and  LifelongLearning”  of  the  National  Strategic  Reference  Framework  
(NSRF). 
2013: Young Travel Award in the 12th  International Symposium on Sjogren’s syndrome 
(Kyoto, Japan, 9-12 October 2013).   
 
Experimental skills 
Cell culture 
• Development and long-term cultivation of non-neoplastic epithelial cell lines 
established from human labial salivary gland  
• Cultivation of neoplastic epithelial cell lines (such as HeLa) 
• TLR and Interferon stimulation assays on epithelial cell lines.  
 
Nucleic acid analysis 
• Nucleic acid (DNA, RNA) isolation  
• Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)  
• Quantitative Real-Time polymerase chain reaction (qRT-PCR) 
• Interactions between nucleic acids (DNA or RNA) and proteins by electrophoretic 
Mobility Shift Assay (EMSA)   
 
Protein analysis 
• Purification of proteins including specific Antibodies using Immunoaffinity Columns/ 
Isolation of certain proteins, including specific antibodies, by affinity 
chromatography/HPLC  
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• Protein extraction (preparation of total, nuclear and cytoplasmic extracts from tissues 
and cells) 
• Protein identification and characterization by Sodium-Dodecyl-Sulfate-
Polyacrylamide-Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) or Native Electrophoresis 
• Western blotting and immunoblotting (using color development or enhanced 
chemiluminescence systems) 
• Protein immunoprecipitation  
• Protein quantification and characterization by Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay 
(ELISA) 
• Analysis of protein expression and localization in tissues and cell samples by 
immunohistochemical and immunofluorescence techniques 
 
Presentations at National Scientific Meetings 
1. 36th  Annual Hellenic Medical Congress (Athens, May 4-8,  2010) 
N. Kyriakidis, S. Kotsakis, A. Tzioufas, J. Routsias. Structural study of Ro/La RNP 
complex antigenicity reveals that the antigenic determinants in Systemic Lupus 
Erythematosus are cryptic and are masked by hΥ1 RNA. Abstract Book: page 10, 
Abstract ID: 30. (Oral presentation) 
 
Presentations at International Scientific Meetings 
1. EULAR 2009-ANNUAL EUROPEAN CONGRESS OF RHEUMATOLOGY    
(Copenhagen, June 10-13, 2009). J.G. Routsias, N. Kyriakidis, M. Latreille, A.G. 
Tzioufas Pathophysiology Department, Medical School, National University of Athens, 
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Athens, Greece. Antibodies targeting the RNA Recognition Motif (RRM) of La/SSB 
cross-bind also the RNP autoantigen. Ann Rheum Dis 2009;68(Suppl3):373 (poster) 
 
2.  10th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SJÖGREN'S SYNDROME – (Brest, 
France, 1-3 October 2009). J Routsias, N Kyriakidis, R. Clancy, J. Buyon,  A.G. 
Tzioufas. Long-term evaluation of idiotypic and anti-idiopathic response to the major 
epitope of La/SSB autoantigen in pregnant women at high risk for a child with congenital 
heart block (CHB) enrolled in the preventive IVIg therapy for CHB study.  
(Oral presentation). 
 
3. 73rd ANNUAL SCIENTIFIC MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF 
RHEUMATOLOGY (Philadelphia, Pennsylvania, October 17-21, 2009). JG. 
Routsias, Nikolaos Kyriakidis, Carolina Llanos, Robert M. Clancy, Jill Buyon and 
Athanasios G. Tzioufas. Longitudinal Evaluation of Idiotypic and Anti-Idiotypic 
Response to the Major Epitope of La/SSB Autoantigen in Mothers Enrolled in the PITCH 
(Preventive IVIG Therapy for Congenital Heart Block) Study. Arthritis & Rheumatism 
60 Suppl 10 :1586 (poster) (ACR Notable Poster Award) 
 
4. 73rd ANNUAL SCIENTIFIC MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF 
RHEUMATOLOGY (Philadelphia, Pennsylvania, October 17-21, 2009). Routsias 
John G., Kyriakidis Nikolaos, Latreille Michael, Moutsopoulos Haralampos M., 
Tzioufas Athanasios G. RNA Recognition Motif (RRM) of La/SSB: The Bridge for Inter-
Particle Spreading of Autoimmune Response to RNP. Arthritis & Rheumatism 60 Suppl 
10 :684 (poster) 
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5. 30nd EUROPEAN WORKSHOP FOR RHEUMATOLOGY RESEARCH 
(Bamberg, Germany, March 4-7, 2010). J G Routsias, N C Kyriakidis, S Kotsakis, A 
G Tzioufas. Structural insights into antigenicity of Ro/La ribonucleoprotein: SLE related 
epitopes are cryptic, masked by hY1 RNA. Ann Rheum Dis 2010;69 Suppl2:A3 (poster) 
 
6.  EULAR-2010: ANNUAL EUROPEAN CONGRESS OF RHEUMATOLOGY 
(Rome, Italy, June 2010).  N.C. Kyriakidis, S. Kotsakis, A.G. Tzioufas, J.G. Routsias. 
Antigenicity of Ro/La ribonucleoprotein in SLE is related to cryptic epitopes, masked by 
hY1 RNA. [OP0064] (Oral presentation). 
 
 
7. 74th ANNUAL SCIENTIFIC MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF 
RHEUMATOLOGY (Atlanta, Georgia, November 6–11, 2010). John G. Routsias1, 
Nikos C. Kyriakidis, Stathis Kotsakis, Athanasios G. Tzioufas. Structure and 
Antigenicity of the Ro/La RNP Particle hY1 RNA Differentiates the Recognition of 
Epitopes in Systemic Lupus Erythematosus and Sjogren’s Syndrome. Arthritis Rheum 
62: 10 (suppl), S913, 2010. (poster) 
 
8. 11th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SJÖGREN'S SYNDROME (Athens, 
Greece, 28 September-1 October 2011). EK Kapsogeorgou, VC Gourzi, NC 
Kyriakidis, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. Cellular microRNAs 
(miRNAs) and Sjögren’s Syndrome: Candidate Regulators of Autoimmune Response and 
Autoantigen Expression. Abstract P042. (poster) 
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9. 11th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SJÖGREN'S SYNDROME (Athens, 
Greece, 28 September-1 October 2011). NC Kyriakidis, VC Gourzi, EK 
Kapsogeorgou, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. Effect of TLR3 
stimulation on the expression of the Ro/SSA AND La/SSB mRNA molecules by Salivary 
Gland Epithelial Cells (SGEC). Abstract P043. (poster) 
 
10. 11th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SJÖGREN'S SYNDROME (Athens, 
Greece, 28 September-1 October 2011). VC Gourzi, NC Kyriakidis, EK 
Kapsogeorgou, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. Association between 
the microRNAs (miRNAs) targeting Ro/SSA and La/SSB autoantigens and autoantigen 
mRNA expression. Abstract P044. (poster) 
 
11.  5th TURKISH-GREEK RHEUMATOLOGY DAYS (Belek, Antalya, Turkey, 
October, 14-16, 2011). VC Gourzi, NC Kyriakidis, EK Kapsogeorgou, MN 
Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. Cellular microRNAs (miRNAs) and 
Sjögren’s syndrome: Candidate regulators of autoimmune response and autoantigen 
expression (Oral presentation). 
 
12.  75th ANNUAL SCIENTIFIC MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF 
RHEUMATOLOGY (Chicago, Illinois, November 4-9, 2011). EK Kapsogeorgou, VC 
Gourzi, NC Kyriakidis, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. Cellular 
microRNAs (miRNAs) and Sjögren’s Syndrome: Candidate Regulators of Autoimmune 
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Response and Autoantigen Expression.  (Abstract 490). Arthritis Rheum 63: 10 (suppl), 
S188, 2011. (poster) 
 
13.  32nd EUROPEAN WORKSHOP FOR RHEUMATOLOGY RESEARCH 
(Stockholm, Sweden, February 23-25, 2012). VC Gourzi, EK Kapsogeorgou, NC 
Kyriakidis, A Morva, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. MicroRNA 
(miRNA) molecules as candidate regulators of Ro/SSA and La/SSB mRNA expression in 
Sjögren's syndrome. Ann Rheum Dis 2012;71:Suppl 1 A87. (poster) 
 
14.  32nd EUROPEAN WORKSHOP FOR RHEUMATOLOGY RESEARCH 
(Stockholm, Sweden, February 23-25, 2012). NC Kyriakidis, EK Kapsogeorgou, VC 
Gourzi, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. TLR3-mediated induction 
of Ro/SSA and La/SSB mRNA expression in salivary gland epithelial cells. Ann Rheum 
Dis 2012;71:Suppl 1 A87. (poster) 
 
15.  76th ANNUAL SCIENTIFIC MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF 
RHEUMATOLOGY (Washington, DC, November 9-14, 2012). VC Gourzi, EK 
Kapsogeorgou, NC Kyriakidis, MN Manoussakis, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. 
Expression of Micrornas (miRNAs) Predicted to Target Ro/SSA and La/SSB 
Autoantigens in Sjogren’s Syndrome (SS). (Abstract 507). Arthritis Rheum 64: 10 
(suppl), S222, 2012. (poster) 
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16.  76th ANNUAL SCIENTIFIC MEETING OF THE AMERICAN COLLEGE OF 
RHEUMATOLOGY (Washington, DC, November 9-14, 2012). NC Kyriakidis, EK 
Kapsogeorgou, VC Gourzi, HM Moutsopoulos, AG Tzioufas. TLR3-Signaling Induces 
the expression of Ro/SSA and La/SSB autoantigens in Salivary Gland Epithelial Cells 
(SGECs). (Abstract 508). Arthritis Rheum 64: 10 (suppl), S223, 2012. (poster) 
 
17.  EULAR 2013-ANNUAL EUROPEAN CONGRESS OF RHEUMATOLOGY 
(Madrid, Spain, June 12-15, 2013). N. C. Kyriakidis, E. K. Kapsogeorgou, V. C. 
Gourzi, H. M. Moutsopoulos, A. G. Tzioufas Pathophysiology, School of Medicine, 
National University of Athens, Athens, Greece. Ro52/TRIM21 expression in Salivary 
Gland Epithelial Cells (SGECS) is upregulated by TLR3-signaling. [OP0083] (Oral 
presentation). 
 
18. 12th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SJÖGREN'S SYNDROME (Kyoto, 
Japan, 9-12 October 2013). N. C. Kyriakidis, E. K. Kapsogeorgou, V. C. Gourzi, H. M. 
Moutsopoulos, A. G. Tzioufas Pathophysiology, School of Medicine, National University 
of Athens, Athens, Greece. TLR3-signaling mediates the upregulation and 
nuclear redistribution of Ro52/TRIM21 in Salivary Gland Epithelial Cells (SGEC). 
Abstract: P1-08 (page 136). (poster) (Young Travel Award). 
 
Publications 
1. Routsias JG, Kyriakidis N, Latreille M, Tzioufas AG. RNA recognition motif 
(RRM) of La/SSB: the bridge for interparticle spreading of autoimmune response to 
U1-RNP. Mol Med. 2010 Jan-Feb;16(1-2):19-26.  
 24 
2. Routsias JG, Kyriakidis NC, Friedman DM, Llanos C, Clancy R, Moutsopoulos HM, 
Buyon J, Tzioufas AG. Association of the idiotype:antiidiotype antibody ratio with 
the efficacy of intravenous immunoglobulin treatment for the prevention of recurrent 
autoimmune-associated congenital heart block. Arthritis Rheum. 2011 
Sep;63(9):2783-9.  
3. Kyriakidis NC, Kapsogeorgou EK, Tzioufas AG. A comprehensive review of 
autoantibodies in primary Sjögren’s syndrome: Clinical phenotypes and regulatory 
mechanisms. J Autoimmun. 2013 [Invited Review, in press].  
4. Kyriakidis NC 1, Kapsogeorgou EK1, Gourzi VC, Baltatzis G, Tzioufas AG. TLR3 
stimulation promotes Ro52/TRIM21 synthesis and nuclear redistribution in salivary 
gland epithelial cells, partially via Type I interferon pathway. Submitted for 
publication, J Autoimmun 1: Authors contributed equally to the study.  
5. Gourzi VC1, Kapsogeorgou EK1, Kyriakidis NC, Tzioufas AG. Expression of 
miRNAs that potentially regulate Ro/SSA and La/SSB mRNAs in Sjögren’s 
Syndrome. Manuscript in preparation 1: Authors contributed equally to the study.  
 
Computing experience 
• Microsoft Office 2003-2007-2010 (Word, Excel, Powerpoint)  
• Paint Shop Pro  
• Adobe Photoshop CS6 
• Molsoft L.L.C.: ICM-Pro (software for biochemical analysis and 3D depiction of 
protein molecules),  
• GraphPad PRISM 5.0 (statistical analysis software) 
• SPSS 16 (statistical analysis software) 
 25 
 
Languages 
1997: English:  
Certificate of Proficiency in English, 
University of Cambridge   
 
1998: French:  
Certificat Pratique de Langue Française, 
Université de Paris-Sorbonne   
1er Degré 
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ΙΠΠΟΚΡΑΤΕΙΟΣ ΟΡΚΟΣ 
ΟΜΝΥΜΙ ΑΠΟΛΛΩΝΑ ΙΗΤΡΟΝ ΚΑΙ ΑΣΚΛΗΠΙΟΝ ΚΑΙ ΥΓΕΙΑΝ ΚΑΙ ΠΑΝΑΚΕΙΑΝ 
ΚΑΙ ΘΕΟΥΣ ΠΑΝΤΑΣ ΤΕ ΚΑΙ ΠΑΣΑΣ ΙΣΤΟΡΑΣ ΠΟΙΕΥΜΕΝΟΣ ΕΠΙΤΕΛΕΑ 
ΠΟΙΗΣΕΙΝ ΚΑΤΑ ∆ΥΝΑΜΙΝ ΚΑΙ ΚΡΙΣΙΝ ΕΜΗΝ ΟΡΚΟΝ ΤΟΝ∆Ε ΚΑΙ ΞΥΓΓΡΑΦΗΝ 
ΤΗΝ∆Ε. ΗΓΗΣΕΣΘΑΙ ΜΕΝ ΤΟΝ ∆Ι∆ΑΞΑΝΤΑ ΜΕ ΤΗΝ ΤΕΧΝΗΝ ΤΑΥΤΗΝ ΙΣΑ 
ΓΕΝΕΤΗΣΙΝ ΕΜΟΙΣΙ, ΚΑΙ ΒΙΟΥ ΚΟΙΝΩΝΕΣΘΑΙ ΚΑΙ ΧΡΕΩΝ ΧΡΗΙΖΟΝΤΙ 
ΜΕΤΑ∆ΟΣΙΝ ΠΟΙΗΣΕΣΘΑΙ ΚΑΙ ΓΕΝΟΣ ΤΟ ΕΞ ΑΥΤΟΥ Α∆ΕΛΦΕΟΙΣ ΙΣΟΝ 
ΕΠΙΚΡΙΝΕΕΙΝ ΑΡΡΕΣΙ ΚΑΙ ∆Ι∆ΑΞΕΙΝ ΤΗΝ ΤΕΧΝΗΝ ΤΑΥΤΗΝ, ΗΝ ΧΡΗΙΖΩΣΙ 
ΜΑΝΘΑΝΕΙΝ, ΑΝΕΥ ΜΙΣΘΟΥ ΚΑΙ ΞΥΓΓΡΑΦΗΣ ΠΑΡΑΓΓΕΛΙΗΣ ΤΕ ΚΑΙ 
ΑΚΡΟΗΣΙΟΣ ΚΑΙ ΤΗΣ ΛΟΙΠΗΣ ΑΠΑΣΗΣ ΜΑΘΗΣΙΟΣ ΜΕΤΑ∆ΟΣΙΝ ΠΟΙΗΣΕΣΘΑΙ 
ΥΙΟΙΣΙ ΤΕ ΕΜΟΙΣΙ ΚΑΙ ΤΟΙΣΙ ΤΟΥ ΕΜΕ ∆Ι∆ΑΞΑΝΤΟΣ ΚΑΙ ΜΑΘΗΤΑΙΣΙ 
ΣΥΓΓΕΓΡΑΜΕΝΟΙΣ ΤΕ ΚΑΙ ΩΡΚΙΣΜΕΝΟΙΣ ΝΟΜΩ ΙΗΤΡΙΚΟ ΑΛΛΩ ∆Ε ΟΥ∆ΕΝΙ. 
∆ΙΑΙΤΗΜΑΣΙ ΤΕ ΧΡΗΣΟΜΑΙ ΕΠ’ ΩΦΕΛΕΙΗ ΚΑΜΝΟΝΤΩΝ ΚΑΤΑ ∆ΥΝΑΜΙΝ ΚΑΙ 
ΚΡΙΣΙΝ ΕΜΗΝ, ΕΠΙ ∆ΗΛΗΣΕΙ ∆Ε ΚΑΙ Α∆ΙΚΙΗ ΕΙΡΞΕΙΝ. ΟΥ ∆ΩΣΩ ∆Ε ΟΥ∆Ε 
ΦΑΡΜΑΚΟΝ ΟΥ∆ΕΝΙ ΑΙΤΗΘΕΙΣ ΘΑΝΑΣΙΜΟΝ, ΟΥ∆Ε ΥΦΗΓΗΣΟΜΑΙ ΞΥΜΒΟΥΛΙΗΝ 
ΤΟΙΗΝ∆Ε ΟΜΟΙΩΣ ∆Ε ΟΥ∆Ε ΓΥΝΑΙΚΙ ΠΕΣΣΟΝ ΦΘΟΡΙΟΝ ∆ΩΣΩ. ΑΓΝΩΣ ∆Ε ΚΑΙ 
ΟΣΙΩΣ ∆ΙΑΤΗΡΗΣΩ ΒΙΟΝ ΤΟΝ ΕΜΟΝ ΚΑΙ ΤΕΧΝΗΝ ΤΗΝ ΕΜΗΝ. ΟΥ ΤΕΜΕΩ ∆Ε 
ΟΥ∆Ε ΜΗΝ ΛΙΘΙΩΝΤΑΣ, ΕΚΧΩΡΗΣΩ ∆Ε ΕΡΓΑΤΗΣΙΝ ΑΝ∆ΡΑΣΙ ΠΡΗΞΙΟΣ ΤΗΣ∆Ε. 
ΕΣ ΟΙΚΙΑΣ ∆Ε ΟΚΟΣΑΣ ΑΝ ΕΣΙΩ ΕΣΕΛΕΥΣΟΜΑΙ ΕΠ΄ ΩΦΕΛΕΙΗ ΚΑΜΝΟΝΤΩΝ, 
ΕΚΤΟΣ ΕΩΝ ΠΑΣΗΣ Α∆ΙΚΙΑΣ ΕΚΟΥΣΙΗΣ ΚΑΙ ΦΘΟΡΙΗΣ ΤΗΣ ΤΕ ΑΛΛΗΣ ΚΑΙ 
ΑΦΡΟ∆ΙΣΙΩΝ ΕΡΓΩΝ ΕΠΙ ΤΕ ΓΥΝΑΙΚΕΙΩΝ ΣΩΜΑΤΩΝ ΚΑΙ ΑΝ∆ΡΕΙΩΝ, 
ΕΛΕΥΘΕΡΩΝ ΤΕ ΚΑΙ ∆ΟΥΛΩΝ. Α ∆’ ΑΝ ΕΝ ΘΑΡΑΠΕΙΗ Η Ι∆Ω Η ΑΚΟΥΣΩ, Η ΚΑΙ 
ΑΝΕΥ ΘΕΡΑΠΕΙΗΣ ΚΑΤΑ ΒΙΟΝ ΑΝΘΡΩΠΩΝ, Α ΜΗ ΧΡΗ ΠΟΤΕ ΕΚΛΑΛΕΕΣΘΑΙ 
ΕΞΩ, ΣΙΓΗΣΟΜΑΙ, ΑΡΡΗΤΑ ΗΓΕΥΜΕΝΟΣ ΕΙΝΑΙ ΤΑ ΤΟΙΑΥΤΑ. ΟΡΚΟΝ ΜΕΝ ΟΥΝ 
ΜΟΙ ΤΟΝ∆Ε ΕΠΙΤΕΛΕΑ ΠΟΙΕΟΝΤΙ ΚΑΙ ΜΗ ΞΥΓΧΕΟΝΤΙ ΕΙΗ ΕΠΑΥΡΑΣΘΑΙ ΚΑΙ 
ΒΙΟΥ ΚΑΙ ΤΕΧΝΗΣ, ∆ΟΞΑΖΟΜΕΝΩ ΠΑΡΑ ΠΑΣΙΝ ΑΝΘΡΩΠΟΙΣ ΕΙΣ ΤΟΝ ΑΕΙ 
ΧΡΟΝΟΝ ΠΑΡΑΒΑΙΝΟΝΤΙ ∆Ε ΚΑΙ ΕΠΙΟΚΕΟΝΤΙ, ΤΑΝΑΝΤΙΑ ΤΟΥΤΕΩΝ. 
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ΙΠΠΟΚΡΑΤΕΙΟΣ ΟΡΚΟΣ  
(απόδοση κειµένου στη νεοελληνική) 
ΟΡΚΙΖΟΜΑΙ ΣΤΟΝ ΑΠΟΛΛΩΝΑ ΤΟΝ ΙΑΤΡΟ ΚΑΙ ΣΤΟΝ ΑΣΚΛΗΠΙΟ ΚΑΙ ΣΤΗΝ 
ΥΓΕΙΑ ΚΑΙ ΣΤΗΝ ΠΑΝΑΚΕΙΑ ΚΑΙ Σ’ ΟΛΟΥΣ ΤΟΥΣ ΘΕΟΥΣ ΚΑΙ ΤΙΣ ΘΕΕΣ, ΠΟΥ 
ΒΑΖΩ ΜΑΡΤΥΡΕΣ, ΟΤΙ ΘΑ ΕΚΠΛΗΡΩΣΩ ΤΟΝ ΟΡΚΟ ΜΟΥ ΑΥΤΟ ΚΑΙ ΤΟ 
ΣΥΜΒΟΛΑΙΟ ΑΥΤΟ ΣΥΜΦΩΝΑ ΜΕ ΤΗ ∆ΥΝΑΜΗ ΜΟΥ ΚΑΙ ΤΗΝ ΚΡΙΣΗ ΜΟΥ. ΟΤΙ 
ΘΑ ΘΕΩΡΩ ΕΚΕΙΝOΝ ΠΟΥ ΜΟΥ ∆Ι∆ΑΞΕ ΤΗΝ ΤΕΧΝΗΝ ΑΥΤΗ ΙΣΟΝ ΜΕ ΤΟΥΣ 
ΓΟΝΕΙΣ ΜΟΥ, ΚΑΙ ΘΑ ΤΟΝ ΚΑΝΩ ΚΟΙΝΩΝΟ ΤΟΥ ΒΙΟΥ ΜΟΥ, ΚΑΙ ΘΑ ΤΟΥ 
ΠΡΟΣΦΕΡΩ ΑΠΟ ΤΑ ∆ΙΚΑ ΜΟΥ ΟΤΙ ΧΡΕΙΑΖΕΤΑΙ ΤΟΥΣ ΑΠΟΓΟΝΟΥΣ ΤΟΥ ΘΑ 
ΘΕΩΡΩ ΩΣ Α∆ΕΛΦΟΥΣ ΜΟΥ ΚΑΙ ΘΑ ΤΟΥΣ ∆Ι∆ΑΞΩ ΤΗΝ ΤΕΧΝΗ ΑΥΤΗ, ΑΝ 
ΕΠΙΘΥΜΟΥΝ ΝΑ ΜΑΘΟΥΝ, ΧΩΡΙΣ ΜΙΣΘΟ ΚΑΙ ΧΩΡΙΣ ΣΥΜΦΩΝΙΑ. ΟΤΙ ΘΑ 
ΜΕΤΑ∆ΩΣΩ ΤΟΥΣ ΕΠΑΓΓΕΛΜΑΤΙΚΟΥΣ ΚΑΝΟΝΕΣ, ΤΑ ΘΕΩΡΗΤΙΚΑ ΜΑΘΗΜΑΤΑ 
ΚΑΙ ΤΙΣ ΥΠΟΛΟΙΠΕΣ ΚΑΘΕ ΕΙ∆ΟΥΣ ΑΣΚΗΣΕΙΣ ΣΤΟΥΣ ΓΙΟΥΣ ΜΟΥ, ΣΤΟΥΣ ΓΙΟΥΣ 
ΤΟΥ ∆Ι∆ΑΣΚΑΛΟΥ ΜΟΥ, ΚΑΙ ΣΕ ΜΑΘΗΤΕΣ ΠΟΥ ΘΑ ΕΧΟΥΝ ΣΥΝ∆ΕΘΕΙ ΜΑΖΙ ΜΟΥ 
ΜΕ ΟΡΚΟ ΚΑΙ ΣΥΜΒΟΛΑΙΟ, ΚΑΤΑ ΤΗ ΣΥΝΗΘΕΙΑ ΤΩΝ ΙΑΤΡΩΝ, ΚΑΙ ΣΕ ΚΑΝΕΝΑ 
ΑΛΛΟ. ΘΑ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΗΣΩ ΤΗ ΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΗ ∆ΙΑΙΤΑ ΜΟΝΟ ΓΙΑ ΩΦΕΛΕΙΑ 
ΤΩΝ ΑΡΡΩΣΤΩΝ, ΟΣΟ ΕΞΑΡΤΑΤΑΙ ΑΠΟ ΤΗ ∆ΥΝΑΜΗ ΚΑΙ ΤΗΝ ΚΡΙΣΗ ΜΟΥ, ΚΑΙ 
(ΥΠΟΣΧΟΜΑΙ ΟΤΙ) ΘΑ ΤΟΥΣ ΠΡΟΦΥΛΑΞΩ ΑΠΟ ΚΑΘΕ ΒΛΑΒΗ ΚΑΙ Α∆ΙΚΙΑ. ∆ΕΝ 
ΘΑ ΧΟΡΗΓΗΣΩ ΘΑΝΑΤΗΦΟΡΟ ΦΑΡΜΑΚΟ ΣΕ ΚΑΝΕΝΑ, ΟΣΟ ΚΑΙ ΑΝ 
ΠΡΟΚΛΗΘΩ, ΟΥΤΕ ΘΑ ΥΠΟ∆ΕΙΞΩ ΤΕΤΟΙΑ ΣΥΜΒΟΥΛΗ. ΕΠΙΣΗΣ ∆ΕΝ ΘΑ ∆ΩΣΩ 
ΣΕ ΓΥΝΑΙΚΑ ΦΑΡΜΑΚΟ ΕΚΤΡΩΤΙΚΟ. ΑΓΝΗ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΗ ΘΑ ∆ΙΑΤΗΡΗΣΩ ΤΗ 
ΖΩΗ ΜΟΥ ΚΑΙ ΤΗΝ ΤΕΧΝΗ ΜΟΥ. ∆ΕΝ ΘΑ ΧΕΙΡΟΥΡΓΗΣΩ ΟΠΩΣ∆ΗΠΟΤΕ ΑΥΤΟΥΣ 
ΠΟΥ ΠΑΣΧΟΥΝ ΑΠΟ ΠΕΤΡΑ, ΑΛΛΑ ΘΑ ΑΦΗΣΩ ΤΗΝ ΠΡΑΞΗ ΑΥΤΗ ΣΤΟΥΣ 
ΕΞΑΣΚΗΜΕΝΟΥΣ. ΣΕ ΟΣΑ ΣΠΙΤΙΑ ΠΡΟΣΚΑΛΟΥΜΑΙ, ΘΑ ΜΠΑΙΝΩ ΓΙΑ ΤΟ ΚΑΛΟ 
ΤΩΝ ΑΡΡΩΣΤΩΝ, ΚΡΑΤΩΝΤΑΣ ΤΟΝ ΕΑΥΤΟ ΜΟΥ ΜΑΚΡΙΑ ΑΠΟ ΚΑΘΕ 
ΘΕΛΗΜΑΤΙΚΗ Α∆ΙΚΙΑ Η ΑΛΛΗ ∆ΙΑΦΘΟΡΑ ΚΑΙ ΠΡΟ ΠΑΝΤΩΣ ΜΑΚΡΙΑ ΑΠΟ 
ΚΑΘΕ ΑΦΡΟ∆ΙΣΙΑΚΗ ΠΡΑΞΗ ΣΕ ΣΩΜΑΤΑ ΓΥΝΑΙΚΩΝ ΚΑΙ ΑΝ∆ΡΩΝ, ΕΛΕΥΘΕΡΩΝ 
Η ∆ΟΥΛΩΝ. ΟΣΑ ∆Ε ΚΑΤΑ ΤΗΝ ∆ΙΑΡΚΕΙΑ ΤΗΣ ΘΕΡΑΠΕΙΑΣ ΘΑ ∆Ω Η ΘΑ ΑΚΟΥΣΩ 
Η ΚΑΙ ΠΕΡΑ ΑΠΟ ΤΙΣ ΑΣΧΟΛΙΕΣ ΜΟΥ ΣΤΗΝ ΚΑΘΗΜΕΡΙΝΗ ΖΩΗ, ΟΣΑ ∆ΕΝ 
ΠΡΕΠΕΙ ΠΟΤΕ ΝΑ ΚΟΙΝΟΛΟΓΟΥΝΤΑΙ ΣΤΟΥΣ ΕΞΩ, ΘΑ ΤΑ ΑΠΟΣΙΩΠΩ, 
ΥΠΟΛΟΓΙΖΟΝΤΑΣ ΟΤΙ ΑΥΤΑ ΕΙΝΑΙ ΙΕΡΑ ΜΥΣΤΙΚΑ. ΟΣΟ ΛΟΙΠΟΝ ΘΑ ΤΗΡΩ ΤΟΝ 
ΟΡΚΟ ΜΟΥ, ΚΑΙ ∆ΕΝ ΘΑ ΤΟΝ ΠΑΡΑΒΙΑΖΩ, ΕΙΘΕ ΝΑ ΠΕΤΥΧΑΙΝΩ ΣΤΗ ΖΩΗ ΚΑΙ 
ΣΤΗΝ ΤΕΧΝΗ ΜΟΥ, ΕΧΟΝΤΑΣ ΚΑΛΟ ΟΝΟΜΑ ΠΑΝΤΟΤΕ ΑΝΑΜΕΣΑ ΣΤΟΥΣ 
ΑΝΘΡΩΠΟΥΣ ΕΑΝ ΟΜΩΣ ΤΟΝ ΠΑΡΑΒΩ ΚΑΙ ΓΙΝΩ ΕΠΙΟΡΚΟΣ, ΝΑ ΠΑΘΩ ΤΑ 
ΑΝΤΙΘΕΤΑ. 
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Η πορεία που καταλήγει στην περάτωση της παρούσας διδακτορικής διατριβής ξεκίνησε 
στο γραφείο του Επιβλέποντός µου Καθηγητού της Ιατρικής Σχολής κ. Α.Γ. Τζιούφα, ο 
οποίος έπειτα από αίτηµά µου µού ανέθεσε τη διεκπεραίωσή της. Στον Καθηγητή κ. Α.Γ. 
Τζιούφα οφείλω θερµές ευχαριστίες τόσο για την επιλογή του στο πρόσωπό µου όσο και 
για την επίβλεψη της παρούσας εργασίας, την πρακτική και ηθική στήριξη, την ανάπτυξη 
κριτικής σκέψης και τη µετάδοση πολύτιµων γνώσεων από την πολύχρονη πείρα του ως 
διακεκριµένου επιστήµονα και ιατρού. Η µαθητεία στο πλευρό του µε βοήθησε τα 
µέγιστα στην ανάπτυξη επιστηµονικού τρόπου σκέψης.  
Ιδιαίτερα θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Οµότιµο Καθηγητή της Ιατρικής Σχολής κ. Χ.Μ. 
Μουτσόπουλο, ∆ιευθυντή της Κλινικής και του Εργαστηρίου της Παθολογικής 
Φυσιολογίας τον καιρό έναρξης της διατριβής µου. Ο Οµότιµος Καθηγητής κ. Χ.Μ. 
Μουτσόπουλος συµµετείχε σε όλες τις εργασίες της παρούσας διατριβής. Η συµβολή του 
ήταν θεµελιώδους σηµασίας, καθώς µας µετέδιδε ιδέες για την ορθότερη προσέγγιση των 
ερωτηµάτων που µας απασχολούσαν, συµµετείχε στην ερµηνεία, στη συζήτηση και στη 
συγγραφή των πειραµατικών δεδοµένων και έγειρε επιπλέον ερωτήµατα που προέκυπταν 
από τα πειραµατικά αποτελέσµατα.    
Θερµότατες ευχαριστίες οφείλω στην Επίκουρη Καθηγήτρια της Ιατρικής Σχολής κ. 
Ευσταθία Κ. Καψογεώργου για την καθηµερινή ενασχόληση µε την ερµηνεία και 
συζήτηση των πειραµατικών δεδοµένων, την αµέριστη βοήθεια στο σχεδιασµό και, 
συχνά, και στην εκτέλεση ορισµένων πειραµάτων. Ιδιαίτερη σηµασία για τον γράφοντα 
είχαν οι επιστηµονικού περιεχοµένου εκτενείς συζητήσεις µας, µέσα από τις οποίες 
εµπλουτίστηκαν οι γνώσεις µου τόσο σε επίπεδο θεωρητικών επιστηµονικών γνώσεων 
όσο και σε επίπεδο αφοµοίωσης εργαστηριακών τεχνικών. 
Εξίσου ευχαριστώ τον Λέκτορα της Ιατρικής Σχολής κ. Ιωάννη Γ. Ρούτσια, ο οποίος 
ήταν καθηµερινά δίπλα µου στο πρώτο µισό της εργασίας µου, µε καθοδηγούσε 
ερευνητικά και τεχνικά, ενώ βοήθησε σηµαντικά και στην αρχική µου εξοικείωση µε τις 
εργαστηριακές τεχνικές. 
Ευχαριστώ, επίσης, θερµά τα υπόλοιπα µέλη της τριµελούς επιτροπής, τον Καθηγητή της 
Ιατρικής Σχολής κ. Π.Γ. Βλαχογιαννόπουλο και τον Αναπληρωτή Καθηγητή της 
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Ιατρικής Σχολής κ. Μ.Ν. Μανουσάκη, για τις κριτικές παρατηρήσεις τους και την 
πολύτιµη συζήτηση κατά την πορεία της παρούσας διατριβής. Με αυτοκριτική διάθεση, 
µάλιστα, επισηµαίνω ότι µετανιώνω για το γεγονός ότι δεν τους συµβουλεύτηκα ακόµα 
συχνότερα κατά τη διάρκεια της παρούσας εργασίας. 
Σηµαντική βοήθεια µε τις γνώσεις του για τη συνεστιακή µικροσκοπία προσέφερε ο κ. 
Γεώργιος Μπαλτατζής, Βιολόγος και χειριστής του συνεστιακού µικροσκοπίου στο 
Εργαστήριο Παθολογοανατοµίας της Ιατρικής Σχολής, τον οποίο ευχαριστώ πολύ. 
Κεφαλαιώδους σηµασίας για τη συνύπαρξη τόσες πολλές ώρες στον ίδιο χώρο είναι η 
ύπαρξη συνεργατών µεταξύ των οποίων υπάρχει αλληλοσεβασµός. Θεωρώ εαυτόν 
ευτυχή που συνυπήρξα στο Εργαστήριο της Παθολογικής Φυσιολογίας µε συναδέλφους 
οι οποίοι πέραν του υψηλού επιστηµονικού τους επιπέδου είχαν και εξαιρετικό 
χαρακτήρα. Λυπάµαι που το περιορισµένο του χώρου δεν µου επιτρέπει να αναφέρω τον 
καθένα ξεχωριστά, είµαι όµως ευγνώµων γιατί πέραν της συνεργασίας µας, µε τιµούν µε 
τη φιλία τους. 
Τέλος, ευχαριστώ από τα βάθη της καρδιάς µου την οικογένειά µου για την κατανόηση 
και κυρίως την αµέριστη συµπαράσταση που µου έδειξαν όλα αυτά τα χρόνια. Η κάθε 
µου σκέψη είναι µαζί τους και το ισχυρότερο κίνητρο για να περατώσω την παρούσα 
εργασία µε αξιοπρέπεια είναι η θέληση να σταθώ δίπλα τους αντάξιος, πρώτα σαν 
άνθρωπος κι έπειτα σαν επιστήµονας.  
H παρούσα έρευνα έχει συγχρηµατοδοτηθεί από την Ευρωπαϊκή Ένωση (Ευρωπαϊκό 
Κοινωνικό Ταµείο - ΕΚΤ) και από εθνικούς πόρους µέσω του Επιχειρησιακού 
Προγράµµατος «Εκπαίδευση και ∆ια Βίου Μάθηση» του Εθνικού Στρατηγικού Πλαισίου 
Αναφοράς (ΕΣΠΑ) – Ερευνητικό Χρηµατοδοτούµενο Έργο: Ηράκλειτος ΙΙ- Επένδυση 
στην κοινωνία της γνώσης µέσω του Ευρωπαϊκού Κοινωνικού Ταµείου. Για το λόγο 
αυτό ευχαριστώ όλους τους εµπλεκόµενους φορείς που συνέβαλαν σε αυτό. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Η ανάπτυξη και επέκταση των αυτοάνοσων χυµικών αποκρίσεων θεωρείται ειδική, 
αντιγόνο-εξαρτώµενη και ακολουθώντας τους ίδιους κανόνες που διέπουν σε µεγάλο 
βαθµό και τις κανονικές ανοσολογικές αποκρίσεις. Τα αυτοαντιγόνα παρουσιάζονται στο 
ανοσοποητικό σύστηµα, το οποίο αποκρίνεται µε χυµικές αποκρίσεις έναντι 
συγκεκριµένων επιτόπων. Ακολουθεί η ενδο- και δια- µοριακή επέκταση επιτόπων και η 
γενίκευση των αποκρίσεων. Η ανάπτυξη αυτοάνοσων αποκρίσεων έναντι αντιγόνων που 
ανευρίσκονται σε διαφορετικά πολυµοριακά σωµάτια (particles) υπονοεί ότι η επέκταση 
επιτόπων εκτείνεται και σε διασωµατιακό επίπεδο. Οι µηχανισµοί ρύθµισης της 
αυτοάνοσης ανοσολογικής απόκρισης δεν είναι ακόµη ταυτοποιηµένοι. Η ρύθµιση αυτή, 
είναι δυνατόν να γίνεται σε τρία διαφορετικά επίπεδα. Στο επίπεδο του τελικού 
προϊόντος, δηλαδή τα αυτοαντισώµατα, είναι δυνατόν να αναπτύσσονται αντι-ιδιοτυπικά 
αντισώµατα, τα οποία αναστέλουν τη δράση των αυτοαντισωµάτων. Στο επίπεδο 
ενεργοποίησης του Β-λεµφοκυττάρου και της διαµοριακής επέκτασης της αυτοάνοσης 
απόκρισης, και τέλος στην αρχική φάση όπου η αύξηση της έκφρασης των 
αυτοαντιγόνων στα κύτταρα-στόχους των αυτοάνοσων αποκρίσεων και η  ελευθέρωσή 
τους µέσω κυτταρικών σωµατίδιων ή αποπτωτικού θανάτου θεωρείται ότι συµµετέχουν 
στην αποκάλυψη των ενδοκυττάριων αυτοαντιγόνων και στην δηµιουργία αυτοάνοσων 
αποκρίσεων. Στην παρούσα εργασία µελετάται η ύπαρξη µηχανισµών διασωµατιακής 
επέκτασης επιτόπων, η δηµιουργία και λειτουργική ικανότητα Ιδ/αντί-Ιδ αντισωµάτων 
και η ρύθµιση της έκφρασης των αυτοαντιγόνων Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και 
La/SSB µετά από ενεργοποίηση υποδοχέων της φυσικής ανοσίας (TLR3) σε νοσήµατα, 
όπως ο συστηµατικός ερυθηµατώδης λύκος (ΣΕΛ), το σύνδροµο νεογνικού λύκου (ΣΝΛ) 
και το σύνδροµο Sjögren, αντίστοιχα. 
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Τα κύρια αυτοαντιγόνα έναντι των οποίων στρέφονται οι χυµικές αυτοάνοσες αποκρίσεις 
στον ΣΕΛ είναι πρωτεΐνες που δεσµεύουν RNA, ενώ αρκετοί από τους 
χαρτογραφηµένους επίτοπους των πρωτεϊνών αυτών εδράζονται σε συντηρηµένες 
περιοχές δέσµευσης RNA. Το γεγονός αυτό µας ώθησε να διερευνήσουµε την 
πιθανότητα αυτές οι αλληλουχίες να µεσολαβούν στη διασωµατιακή επέκταση των 
επιτόπων, δηλαδή στη «µεταπήδηση» των χυµικών αποκρίσεων από το ένα σωµάτιο στο 
άλλο. Για το σκοπό αυτό ανοσοποιήσαµε λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας µε ένα 
πεπτίδιο που αντιστοιχεί στον επίτοπο 145–164 της La/SSB, αλληλουχία που ανήκει στο 
περιοχή δέσµευσης RNA της πρωτεΐνης και διερευνήσαµε την ανάπτυξη ενεργότητας 
έναντι του συµπλόκου U1-snRNP. Επιπλέον, εξετάσθηκαν οροί 20 ασθενών που 
πάσχουν από ΣΕΛ κι έχουν αντί–U1-snRNP αντισώµατα και οροί 26 ασθενών που 
πάσχουν από πρωτοπαθές σύνδροµο Sjögren κι έχουν αντί-La/SSB αντισώµατα για την 
ενεργότητά τους ενάντια στον κύριο επίτοπο της La/SSB (πεπτίδιο 349–364), στο 
αντιγόνο U1-snRNP και τον επίτοπο 145–164 της La/SSB. Τέλος, αποµονώθηκαν µε 
στήλες ανοσοσυγγένειας ειδικά αντισώµατα έναντι του πεπτιδίου 145–164 από 
επιλεγµένους ορούς της La/SSB. Βρέθηκε ότι µετά την ανοσοποίηση των ζώων µε το 
πεπτίδιο 145-164 αναπτύχθηκαν ειδικά αντισώµατα τα οποία στόχευαν το αυτοαντιγόνο 
La/SSB (στις εβδοµάδες 3–7 µετά την ανοσοποίηση), το πεπτίδιο που χρησιµοποιήθηκε 
για την ανοσοποίηση (εβδοµάδες 3–27 µετά την ανοσοποίηση), και το αυτοαντιγόνο 
RNP (εβδοµάδες 7–20 µετά την ανοσοποίηση). Τα κεκαθαρµένα αντισώµατα έναντι του 
πεπτιδίου 145–164 αναγνώριζαν τη La/SSB καθώς και ένα αυτοαντιγόνο µοριακού 
βάρους 70-kD σε ανοσοαποτύπωση κατά Western και επέδειξαν σηµαντική ενεργότητα 
σε αντί–U1-snRNP ανοσοενζυµατική ανίχνευση στερεάς φάσης. Επιπλέον, δείχθηκε ότι 
η εξάλειψη των αντισωµάτων έναντι του πεπτιδίου 145-164 µε τη χρήση στήλης 
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ανοσοσυγγένειας οδηγεί στην εξάλειψη της αντί-U1-RNP δραστικότητας των ορών από 
ανοσοποιηµένα κουνέλια, κάτι που δεν παρατηρήθηκε στους ανθρώπινους ορούς. 
Ακόµη, το πεπτίδιο 145–164 αναγνωριζόταν σε µεγαλύτερο βαθµό από ορούς ασθενών 
µε αυτοάνοσα νοσήµατα που εµφάνιζαν αντί-snRNP δραστικότητα σε σύγκριση µε αντί-
La/SSB-θετικούς ορούς. Αντίθετα, το πεπτίδιο 349–364 της La/SSB αναγνωριζόταν 
σχεδόν αποκλειστικά από ορούς µε αντί-La/SSB ενεργότητα. Τα δεδοµένα αυτά  
υποδηλώνουν ότι η περιοχή RRM της La/SSB µπορεί να πυροδοτήσει διασωµατιακή 
διαφοροποίηση της απόκρισης των B-κυττάρων στο αυτοαντιγόνο U1-RNP-70 µέσω 
µοριακής µίµησης. 
Η ύπαρξη παθογενετικών  αντί-Ro/SSA και αντί-La/SSB αυτοαντισωµάτων στον ορό της 
εγκύου µητέρας και η µεταφορά τους µέσω του πλακούντα στο έµβρυο είναι τα 
γεγονότα-αίτια που εκκινούν τις διεργασίες που οδηγούν στην ανάπτυξη νεογνικού 
λύκου στα έµβρυα. Η πιο σηµαντική και βαρειά κλινική εκδήλωση του συνδρόµου 
νεογνικού λύκου είναι ο συγγενής κολποκοιλιακός αποκλεισµός (ΣΚΑ). Όπως είχε 
δειχθεί σε προηγούµενη µελέτη από το εργαστήριό µας, η ύπαρξη αντί-Ιδ αντισωµάτων 
για τα αντισώµατα που στρέφονται έναντι της La/SSB και η δηµιουργία ενός δικτύου Ιδ–
αντί-Ιδ αντισωµάτων µπορεί να λειτουργήσει προστατευτικά για το έµβρυο 
παρεµποδίζοντας τα παθογενετικά µητρικά αυτοαντισώµατα. ∆ύο πρόσφατες µελέτες 
διερεύνησαν την αποτελεσµατικότητα της προληπτικής χορήγησης χαµηλών δόσεων 
ΕΦΑΣ σε εγκύους οι οποίες έχουν ιστορικό κύησης παιδιού µε ΣΚΑ, ώστε να προληφθεί 
η επανεµφάνιση ΣΚΑ στα κυοφορούµενα έµβρυα. Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής, 
αξιολογήθηκε η επίδραση της θεραπείας µε ΕΦΑΣ στο δίκτυο Ιδ/αντί-Ιδ αντισωµάτων 
έναντι της La/SSB. ∆ιαπιστώθηκε ότι παρά το γεγονός ότι η χορήγηση ΕΦΑΣ σε δόσεις 
στις οποίες χρησιµοποιείται σαν θεραπεία αντικατάστασης αντισωµάτων δεν εµποδίζει 
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την επανεµφάνιση ΣΚΑ σε επόµενες κυήσεις, επιδρά και αλλάζει σηµαντικά το δίκτυο 
των Ιδ/αντί-Ιδ παθογενετικών αυτοαντισωµάτων, κατά τρόπο που αυξάνεται η αντί-Ιδ 
απόκριση εναντίον τους. Επιπλέον, δείχθηκε ότι σε εγκυµοσύνες που κατέληξαν στη 
γέννηση υγιούς παιδιού, η αναλογία των Ιδ:αντί-Ιδ αντί-La/SSB αντισώµατων στους 
ορούς των κυοφορούντων µητέρων ήταν στατιστικά σηµαντικά χαµηλότερη σε σύγκριση 
µε την αναλογία που παρατηρήθηκε σε εγκύους που γέννησαν παιδί µε νεογνικό λύκο. 
Το τελευταίο µέρος της παρούσας διατριβής, µελετά τη ρύθµιση της παραγωγής των 
ενδοκυττάριων αυτοαντιγόνων Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB που 
αποτελούν τα πρωτεϊνικά συστατικά του Ro/La ριβονουκλεοπρωτεϊνικού συµπλόκου, 
στα επιθηλιακά κύτταρα ασθενών µε σύνδροµο Sjögren.  Οι µηχανισµοί που µεσολαβούν 
την παρουσίαση των ενδοκυττάριων αυτοαντιγόνων στο ανοσοποιητικό σύστηµα 
παραµένουν σε µεγάλο βαθµό άγνωστοι. Η υψηλή έκφραση και η αδόκιµη παρουσίαση 
στο ανοσοποιητικό σύστηµα θεωρείται ότι συµµετέχουν. Τα αυτοαντιγόνα του Ro/La 
ριβονουκλεοπρωτεϊνικού συµπλόκου εµφανίζουν αυξηµένη επιθηλιακή έκφραση στους 
σιελογόνους αδένες των ασθενών µε  σύνδροµο Sjögren, γεγονός που θεωρείται ότι 
συµµετέχει στην δηµιουργία των αυτοάνοσων αποκρίσεων έναντι αυτών. Από την άλλη 
πλευρά, τα επιθηλιακά κύτταρα των σιελογόνων αδένων (ΕΚΣΑ) κατέχουν κεντρικό 
ρόλο στην έναρξη, τη διαιώνιση και τη γενικότερη ενορχήστρωση των αυτοάνοσων 
διεργασιών. Ανάµεσα σε πλήθος ανοσοδραστικών µορίων, τα ΕΚΣΑ εκφράζουν υψηλά 
επίπεδα λειτουργικών TLR3 στην κυτταρική τους µεµβράνη, ενεργοποίηση των οποίων 
οδηγεί στην επαγωγή της έκφρασης διαφόρων ανοσοδραστικών µορίων, κυτταροκινών 
συµπεριλαµβανοµένων ιντερφερονών και στον αποπτωτικό θάνατο των ΕΚΣΑ µέσω 
ανοικίας. Οι ιντερφερόνες είναι γνωστοί επαγωγείς της έκφρασης του αυτοαντιγόνου 
Ro52/TRIM21, ενώ είναι γνωστό ότι η πρωτεΐνη αυτή µε τη δράση της ως Ε3-λιγάσης 
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της ουβικιτίνης ρυθµίζει αρνητικά τη µεσολαβούµενη από τον TLR3 φλεγµονή. Τα 
δεδοµένα αυτά αποτέλεσαν το έναυσµα για τη µελέτη της επίδρασης της σηµατοδότησης 
µέσω του TLR3 στην έκφραση των αυτοαντιγόνων Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και 
La/SSB από τα ΕΚΣΑ. Σαν επιθηλιακή σειρά-µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε η 
νεοπλασµατική κυτταρική σειρά HeLa. Η επίδραση µε το ανάλογο του συνδέτη του 
TLR3, polyI:C, αλλά όχι µε το συνδέτη του TLR4, LPS, είχε ως αποτέλεσµα την 
επαγωγή της έκφρασης του Ro52/TRIM21-mRNA από τα ΕΚΣΑ σε δύο βήµατα, ένα 
αρχικό στις 6 ώρες, όπου παρατηρούνταν µια 12-πλάσια αύξηση της έκφρασης και ένα 
δεύτερο στις 24-48 ώρες επίδρασης µε 2.5-πλάσια αύξηση. Επιπλέον, η επίδραση µε  
polyI:C επήγαγε µία 2-πλάσια αύξηση της έκφρασης των mRNA των µορίων 
Ro60/TROVE2 και La/SSB στις 48 ώρες επίδρασης. Τα επίπεδα έκφρασης των 
πρωτεϊνών Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB  δεν επηρεάστηκαν σηµαντικά. 
Ωστόσο, η επίδραση µε polyI:C, αλλά όχι LPS, οδήγησε στην ανακατανοµή της 
εντόπισης της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 στον πυρήνα των ΕΚΣΑ στις 48-72 ώρες µετά 
την επίδραση. Έτσι, ενώ στα ανεπηρέαστα ΕΚΣΑ και µέχρι τις 24 ώρες επίδρασης µε 
polyI:C, η πρωτεΐνη Ro52/TRIM21 εντοπίζονταν σε µια ή δύο δοµές του πυρήνα που 
προσοµοίαζαν σε πυρηνίσκο, στις 48-72 ώρες επίδρασης ανακατανέµονταν σε 
πολλαπλές αδρές κουκίδες που εκτείνονται σε όλο το εύρος του πυρήνα. Η απάντηση 
των ΕΚΣΑ που προέρχονταν από ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren και µάρτυρες στην 
επίδραση µε polyI:C ήταν παρόµοια, ενώ το τελευταίο δεν βρέθηκε να επηρεάζει την 
έκφραση των µελετούµενων αυτοαντιγόνων στα κύτταρα   HeLa. Το γεγονός ότι στα 
ΕΚΣΑ η δεύτερη αύξηση της έκφρασης του mRNA της Ro52/TRIM21 και η 
ανακατανοµή της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 στον πυρήνα είναι αρκετά καθυστερηµένα 
φαινόµενα, υπονοεί ότι µεσολαβούνται από κάποιον παράγοντα που ενεργοποιείται από 
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το µονοπάτι σηµατοδότησης του TLR3. Με βάση το γεγονός ότι η σηµατοδότηση µέσω 
του TLR3 καταλήγει κυρίως στην παραγωγή ιντερφερονών (κυρίως τύπου Ι), 
µελετήθηκε ο ρόλος των IFNα, IFNβ και IFNγ στη διαµεσολαβούµενη από το polyI:C 
αύξηση της έκφρασης του mRNA και ανακατανοµή της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 στον 
πυρήνα. Αποδείχθηκε ότι τα καθυστερηµένα αυτά φαινόµενα µεσολαβούνται κυρίως από 
την παραγωγή IFNβ, όπως καταµαρτυρείται από την έκκριση της αντίστοιχης 
ιντερφερόνης από τα ΕΚΣΑ και από ειδικά πειράµατα αναστολής. Φαίνεται λοιπόν, ότι η 
σηµατοδότηση µέσω του TLR3 ρυθµίζει την έκφραση των αυτοαντιγόνων από τα ΕΚΣΑ 
και ότι τα µονοπάτια της φυσικής ανοσίας µπορεί να εµπλέκονται στην παρουσίαση των 
αυτοαντιγόνων στο ανοσοποιητικό σύστηµα. Συµπερασµατικά, η παρούσα εργασία, 
συνεισφέρει στην κατανόηση των πολυεπίπεδων ρυθµιστικών µηχανισµών παραγωγής 
αυτοαντισωµάτων κατά των ενδοκυττάριων αυτοαντιγόνων Ro52/ΤRΙΜ21, 
Ro60/ΤROVE2 και La/SSB, που αφορούν στην επαγωγή σύνθεσης αυτοαντιγόνων, µέσω 
υποδοχέων της φυσικής ανοσίας, την επέκταση της ανοσολογικής απόκρισης, και τέλος 
τη ρύθµιση των αυτοαντισωµάτων µέσω του ιδιοτυπικού/αντί-ιδιοτυπικού δικτύου. Τα 
ευρήµατα που για πρώτη φορά περιγράφονται στη διεθνή βιβλιογραφία µε τη διατριβή 
αυτή είναι: 
1. Η εξήγηση της διασωµατιακής επέκτασης επιτόπων 
2. Η ρυθµιστική δράση της ΕΦΑΣ στο ιδιοτυπικό/αντί-ιδιοτυπικό δίκτυο 
παθογενετικών αντισωµάτων, και 
3. Η δια της σηµατοδότησης µέσω του TLR3, αύξηση της σύνθεσης ενδοκυττάριων 
αυτοαντιγόνων. 
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ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 
αντί-dsDNA  αυτοαντισώµατα έναντι διπλής έλικας DNA  
ΑΠΚ  αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα  
ΒΚΥ  Β κυτταρικός υποδοχέας 
ΕΚΣΑ  επιθηλιακά κύτταρα σιελογόνων αδένων 
ΕΣΑ  επικουρικοί σιελογόνοι αδένες 
ΕΦΑΣ  Ενδοφλέβια Ανοσοσφαιρίνη  
Ιδ/αντί-Ιδ αντισώµατα ιδιοτυπικά/αντί-ιδιοτυπικά αντισώµατα 
ΜΝΣΙ  µεικτή νόσος του συνδετικού ιστού  
ΜΣΙ  Μείζον Σύµπλοκο Ιστοσυµβατότητας 
ΠΑΕ  Πειραµατική Αυτοάνοση Εγκεφαλοµυελίτιδα 
ΣΕΛ  Συστηµατικός Ερυθηµατώδης Λύκος 
ΣΚΑ  Συγγενής Κολποκοιλιακός Αποκλεισµός 
ΣΝΛ  Σύνδροµο Νεογνικού Λύκου               
TKY  Τ κυτταρικός υποδοχέας 
ACA anti-centromere antibodies αυτοαντισώµατα έναντι κεντροµεριδίου 
AMA anti-mitochondrial antibodies αυτοαντισώµατα έναντι µιτοχονδρίων 
CCP cyclic citrullinated peptides κυκλικά κιτρουλλινοποιηµένα πεπτιδία 
Fc Fragment crystalline το σταθερό τµήµα των ανοσοσφαιρινών 
FcγRn Neonatal Fcγ receptor   νεογνικός υποδοχέας του σταθερού τµήµατος 
των γ- ανοσοσφαιρινών 
hYRNAs human cYtoplasmic RNAs ανθρώπινα κυτταροπλασµατικά RNA 
IFN interferon ιντερφερόνη 
IgG Immunoglobulin G ανοσοσφαιρίνη τάξεως γ  
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IL interleukin Ιντερλευκίνη  
IRES internal ribosomal entry sites εσωτερικές θέσεις εισόδου στα ριβοσώµατα 
IRFs interferon regulatory factors παράγοντες που ρυθµίζουν την έκφραση 
ιντερφερονών   
ΜΑLT Mucosa associated lymphoma tissues λεµφικοί ιστοί που σχετίζονται µε τους 
βλεννογόνους  
miRNAs microRNAs µικροRNAs 
mRNA messenger RNA αγγελιαφόρο RNA 
nm nanometres νανόµετρα (10-9 µέτρα) 
PAMPs pathogen-associated molecular 
patterns 
µοριακά µοτίβα που σχετίζονται µε παθογόνα 
PRRs pattern recognition receptors υποδοχείς αναγνώρισης µοτίβων 
µακροµορίων  
rRNA ribosomal RNA ριβοσωµικό RNA 
RRM RNA Recognition Motif µοτίβο αναγνώρισης RNA 
TGF-β transforming growth factor β αυξητικός παράγοντας µεταµόρφωσης β 
TLRs Τoll-like Receptors υποδοχείς που προσοµοιάζουν µε Toll 
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Φυσική και επίκτητη ανοσία 
Η βασική λειτουργία του ανοσοποιητικού συστήµατος είναι η άµυνα έναντι παθογόνων 
µικροοργανισµών. ∆ιακρίνεται σε µη-ειδική ή έµφυτη ανοσία (innate immunity) και 
ειδική ή επίκτητη ανοσίας (adaptive immunity). Η φυσική ανοσία αποτελεί την πρώτη 
γραµµή άµυνας έναντι παθογόνων µικροοργανισµών. Απαρτίζεται από: α) το δέρµα, το 
οποίο αποτελεί ένα φυσικό φραγµό για την είσοδο µικροοργανισµών, β) τις 
αντιµικροβιακές ουσίες που παράγονται στο δέρµα και τους βλεννογόνους, γ) τα κύτταρα 
της φυσικής ανοσίας, τα οποία επιγραµµατικά είναι: τα κοκκιοκύτταρα (ηωσινόφιλα, 
βασεόφιλα, ουδετερόφιλα), τα δενδριτικά κύτταρα, τα σιτευτικά κύτταρα και τα κύτταρα 
φυσικοί φονείς, δ) τις κυκλοφορούσες πρωτεΐνες που ξεκινούν τους µηχανισµούς της 
φλεγµονής (πρωτεΐνες του συµπληρώµατος, αντιµικροβιακά πεπτίδια, πρωτεΐνες οξείας 
φάσης), ε) τις κυτταροκίνες, οι οποίες ρυθµίζουν και συντονίζουν τη δράση των 
κυττάρων της φυσικής και της επίκτητης ανοσίας. Τα κύτταρα της φυσικής ανοσίας 
αναγνωρίζουν οµάδες παθογόνων ειδικά µέσω υποδοχέων που ονοµάζονται «υποδοχείς 
αναγνώρισης µοτίβων» (pattern recognition receptors: PRRs). Αυτοί αναγνωρίζουν 
συγκεκριµένες δοµές, τα  «µοριακά µοτίβα που σχετίζονται µε παθογόνα» (pathogen-
associated molecular patterns: PAMPs), που είναι κοινά µεταξύ οµάδων 
µικροοργανισµών και αφορούν πρωτεϊνικές δοµές, νουκλεοτιδικές αλληλουχίες και 
λιπιδικές δοµές. Οι PRRs εντοπίζονται στην κυτταρική µεµβράνη, στις µεµβράνες των 
ενδοσωµάτων ή/και στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων της φυσικής ανοσίας και µόλις 
δεσµεύσουν τα αντίστοιχα PAMPs ενεργοποιούν µηχανισµούς µεταγωγής σήµατος που 
προάγουν την αντιµικροβιακή και προφλεγµονώδη δράση των κυττάρων στα οποία 
εκφράζονται. Μία εκ των σηµαντικότερων οµάδων PRRs είναι οι υποδοχείς που 
προσοµοιάζουν µε Toll (Toll-like receptors: TLRs). Η οικογένεια των µορίων TLR 
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περιλαµβάνει 10 διακριτές, εξελικτικά συντηρηµένες, διαµεµβρανικές γλυκοπρωτεΐνες 
(TLR1-TLR10). Χαρακτηρίζονται από επαναλαµβανόµενα µοτίβα πλούσια σε λευκίνη 
ακολουθούµενα από µοτίβα πλούσια σε κυστεΐνη, τα οποία εντοπίζονται στην περιοχή 
δέσµευσης του συνδέτη τους. Τέλος, στην κυτταροπλασµατική τους ουρά υπάρχει µία 
τυπική περιοχή TIR (Toll/IL-1 Receptor domain), η οποία είναι υπεύθυνη για τη 
ενδοκυττάρια σηµατοδότηση των TLRs. Η εντόπιση των υποδοχέων αυτών στην 
κυτταροπλασµατική µεµβράνη ή σε ενδοκυττάρια οργανίδια επιτρέπει την αναγνώριση 
των µοτίβων των παθογόνων µικροοργανισµών στο εξωκυττάριο και στο ενδοκυττάριο 
περιβάλλον, αντίστοιχα. Η συνήθης εντόπιση και οι συνδέτες καθενός TLR 
παρουσιάζονται στο Σχήµα 1. Με τη βοήθεια των µηχανισµών της φυσικής ανοσίας σε 
συνδυασµό µε την αναγνώριση ειδικών για κάθε οργανισµό µορίων ενεργοποιούνται οι 
µηχανιµοί της ειδικής ανοσίας.  
 
Η ειδική ανοσία είναι αυτή που ευθύνεται για την ειδική αντιµετώπιση κάθε παθογόνου 
και διακρίνεται σε κυτταρική που επιτελείται από τα Τ και Β λεµφοκύτταρα και χυµική 
Σχήµα 1. Συνήθης εντόπιση και 
συνδέτες των ανθρώπινων 
υποδοχέων της φυσικής ανοσίας 
TLRs.  Προσαρµοσµένο από Brown 
et al., J Dent Res, 2011 
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που διαµεσολαβείται από αντισώµατα. Η ειδική ανοσία χαρακτηρίζεται από την 
ειδικότητα για καθένα παθογόνο, και όχι για οµάδες παθογόνων όπως η φυσική ανοσία. 
Επίσης, διακρίνεται από το γεγονός ότι µπορεί να «θυµάται» τα παθογόνα που έχει 
συναντήσει και έτσι να αντιδρά γρηγορότερα σε δεύτερη επαφή, έχει δηλαδή µνήµη. Οι 
ειδοποιές διαφορές της ειδικής ανοσίας σε σχέση µε τη φυσική είναι: α) η µεγάλη 
ειδικότητα των αποκρίσεων και β) η µνήµη, η ιδιότητα δηλαδή των κυττάρων της ειδικής 
ανοσίας να «θυµούνται» και να αποκρίνονται πολύ γρήγορα και πολύ πιο ισχυρά όταν 
ξανασυναντήσουν έναν παθογόνο µικροοργανισµό µε τον οποίο είχαν έρθει 
προηγούµενα σε επαφή.   
Τα αντισώµατα παράγονται από ενεργοποιηµένα και τελικά διαφοροποιηµένα Β 
κύτταρα (πλασµατοκύτταρα) τα οποία έχουν συναντήσει το ειδικό για τους Β 
κυτταρικούς υποδοχείς (ΒΚΥ) τους αντιγόνο. Ανήκουν στην οικογένεια των 
ανοσοσφαιρινών, οι οποίες είναι γλυκοπρωτεΐνες που αποτελούνται από τέσσερις 
πολυπεπτιδικές αλύσους. Συγκεκριµένα, κάθε µόριο ανοσοσφαιρίνης αποτελείται από 
δύο πανοµοιότυπες βαριές αλύσους και δύο πανοµοιότυπες ελαφριές αλύσους. Ο τύπος 
της βαριάς αλύσου καθορίζει την τάξη ή ισότυπο του αντισώµατος και τις λειτουργικές 
του ιδιότητες. Οι ελαφρές άλυσοι είναι διαφορετικές ακόµα και σε αντισώµατα της ίδιας 
τάξης και είναι αυτές που καθορίζουν την ειδικότητα δέσµευσης του αντιγόνου. Στον 
άνθρωπο υπάρχουν πέντε διαφορετικές τάξεις αντισωµάτων, οι IgG, IgA, IgM, IgD και 
IgE που διαφέρουν µεταξύ τους ως προς το µέγεθος, το φορτίο, την αµινοξική λειτουργία 
και την περιεκτικότητά τους σε υδατάνθρακες. Η IgG είναι η κυρίαρχη ανοσοσφαιρίνη 
στον ανθρώπινο ορό, καθώς αντιπροσωπεύει το 70-75% της ολικής ανοσοσφαιρίνης, ενώ 
η IgM το 10% αυτής και η IgΑ το 15-20%. Η τελευταία αποτελεί την κυρίαρχη 
ανοσοσφαιρίνη των οροβλεννωδών εκκρίσεων. Τα αντισώµατα αναγνωρίζουν ειδικά 
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µικρού µεγέθους αλληλουχίες πρωτεϊνικών, λιπιδικών ή νουκλεϊκών µορίων. Τα µόρια 
αυτά ονοµάζονται αντιγόνα, ενώ οι περιοχές αναγνώρισης από τα αντισώµατα επίτοποι 
ή αντιγονικοί καθοριστές. Οι επίτοποι διακρίνονται ανάλογα µε τη διαµόρφωση και την 
θέση τους στο αντιγόνο ως εξής:  
α) γραµµικοί επίτοποι: αλληλουχία επάλληλων (συνεχόµενων) καταλοίπων που 
βρίσκονται στην ίδια αλυσίδα.  
β) διαµορφωτικοί επίτοποι: περιοχές που σχηµατίζονται κατά την αναδίπλωση 
αποµακρυσµένων αλληλουχιών καταλοίπων σε δευτεροταγείς, τριτοταγείς και 
τεταρτοταγείς δοµές της ίδιας ή/και διαφορετικών αλυσίδων (1).   
γ) κρυπτικοί επίτοποι (κρυπτότοποι): κυρίως γραµµικοί επίτοποι, οι οποίοι συνήθως 
βρίσκονται σε εσωτερικές δοµές του αντιγόνου και υπό φυσιολογικές συνθήκες δεν είναι 
«ορατοί». Γίνονται προσβάσιµοι στο ανοσοποιητικό σύστηµα µετά από αλλαγή της 
τριτοταγούς δοµής του αυτοαντιγόνου η οποία συµβαίνει λόγω αποδιάταξης, κατάτµησης 
ή χηµικής τροποποίησής του.   
δ) τροποποιηµένοι επίτοποι (νεοεπίτοποι): επίτοποι οι οποίοι µετατρέπονται σε 
ανοσογόνους µετά από µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις σε ένα ή περισσότερα από τα 
αµινοξέα που τους απαρτίζουν. Παραδείγµατα τέτοιων τροποποιήσεων είναι: η 
γλυκοζυλίωση καταλοίπων ασπαραγίνης, σερίνης ή θρεονίνης, η κιτρουλινοποίηση 
αργινών, η φωσφορυλίωση σερινών, θρεονινών ή τυροσινών και ο σχηµατισµός 
δισουλφιδικών δεσµών.  
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Κάθε αντίσωµα αναγνωρίζει ειδικά έναν επίτοπο, ενώ συνήθως περισσότερα από ένα 
αντισώµατα αναγνωρίζουν το ίδιο αντιγόνο. Το τελευταίο φαινόµενο, µάλιστα, αποτελεί 
ένα βασικό χαρακτηριστικό του ανοσοποιητικού συστήµατος, που ονοµάζεται επέκταση 
επιτόπων (epitope spreading). Ο όρος αυτός πρωτοχρησιµοποιήθηκε στις αρχές της 
δεκαετίας του 1990 για να περιγράψει την επέκταση των ανοσολογικών αποκρίσεων από 
ένα συγκεκριµένο επίτοπο ενός αντιγόνου σε άλλους επιτόπους του ιδίου ή άλλων 
σχετιζόµενων µε αυτό αντιγόνων (2). Μέχρι σήµερα έχουν αναφερθεί δύο τύποι 
επέκτασης επιτόπων: α) η ενδοµοριακή επέκταση, κατά την οποία η ανοσολογική 
Σχήµα 2. Αναπαράσταση των µηχανισµών της Β και Τ κυτταρικής επέκτασης επιτόπων. (Α) Τα 
αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (ΑΠΚ) παρουσιάζουν πεπτίδια του εαυτού σε Τ βοηθητικά (Τβ) 
κύτταρα, τα οποία εν συνεχεία, παρέχουν βοήθεια σε αυτοδραστικά Β κύτταρα. Αυτό οδηγεί σε 
κλωνική έκπτυξη αυτοδραστικών Β κυττάρων και παραγωγή αυτοαντιγόνων. (Β) Τα Β κύτταρα 
δεσµεύουν το αυτοαντιγόνο και παρουσιάζουν διαφορετικούς επιτόπους του οδηγώντας σε 
αύξηση της ποικιλίας των αυτοδραστικών Τ κυττάρων. Τελικά, τα Τ κύτταρα παρέχουν βοήθεια 
σε µία διαφορετική Β κυτταρική απόκριση.  Προσαρµοσµένο από Monneaux et al., Scand J 
Immunol, 2001 
 
 47 
απόκριση επεκτείνεται σε επιτόπους που βρίσκονται στο ίδιο αντιγονικό µόριο και β) η 
διαµοριακή επέκταση, η οποία περιλαµβάνει επέκταση σε διαφορετικά αντιγόνα που 
συνδέονται φυσικά στο ίδιο αντιγονικό σύµπλοκο (Σχήµα 2).  Η επέκταση επιτόπων είναι 
ιδιαιτέρως σηµαντική για τη λειτουργία του ανοσοποιητικού συστήµατος, γιατί 
συµβάλλει στη διαιώνιση, ενίσχυση και αποτελεσµατικότητα των ανοσολογικών 
αποκρίσεων. Η αναγνώριση πολλαπλών επιτόπων επιτρέπει την αποτελεσµατικότερη 
αντιµετώπιση ενός παθογόνου µέσω της δέσµευσης πολλών διαφορετικών 
ανοσοσφαιρινών σε αυτό που στη συνέχεια οδηγούν στην εκκαθάριση του µέσω της 
δέσµευσης των ανοσοσυµπλεγµάτων από τους Fc υποδοχείς ανοσοσφαιρινών και την 
ενεργοποίηση του µηχανισµού του συµπληρώµατος. Επίσης, αποτρέπει την διαφυγή 
παθογόνων µέσω συχνών µεταλλάξεων και επιτρέπει παράλληλα την αναγνώριση και 
άλλων παθογόνων µικροοργανισµών, οι οποίοι έχουν παρόµοιους επιτόπους. Τέλος, 
οδηγεί σε ταχύτερες αποκρίσεις µέσω των κυττάρων µνήµης της επίκτητης ανοσίας σε 
δευτερογενείς αποκρίσεις, ενώ αυξάνεται και η πιθανότητα διατήρησης της 
ανοσολογικής µνήµης για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα [συνοψίζονται στο (3)].  
 
Μηχανισµοί Ανοσολογικής Ανοχής και Αυτοανοσία 
Το ανοσοποιητικό σύστηµα διακρίνεται από την ικανότητα να αναγνωρίζει τα συστατικά 
του εαυτού του από τα ξένα και να αποκρίνεται ειδικά στα «ξένα» παθογόνα. Η 
ικανότητα του ανοσοποιητικού συστήµατος να αγνοεί τα συστατικά του ιδίου, 
ονοµάζεται «ανοχή» (tolerance) και αποτελεί µια εκ των θεµελιωδών ιδιοτήτων του 
ανοσοποιητικού συστήµατος. Αυτή είναι ιδιαιτέρως σηµαντική για την προστασία του 
οργανισµού από την αναίτια πυροδότηση ανοσολογικών αποκρίσεων έναντι του ιδίου. Η 
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«ανοσολογική ανοχή» είναι µια διαρκής και ενεργός διαδικασία, η οποία διακρίνεται, 
ανάλογα µε το που επιτελείται, σε κεντρική και περιφερική. 
1) Κεντρική ανοχή:  
Η κεντρική ανοχή λαµβάνει µέρος στο θύµο αδένα για τα Τ λεµφοκύτταρα και στο µυελό 
των οστών για τα Β λεµφοκύτταρα. Πραγµατοποιείται κυρίως µε δύο µηχανισµούς:  
α) την απάλειψη των «αυτοδραστικών» Τ ή Β κυττάρων, δηλαδή των κυττάρων που 
αναγνωρίζουν µε ισχυρή συγγένεια τα «συστατικά» του οργανισµού, κυρίως µέσω 
αποπτωτικού θανάτου.  
β) τη µετάπτωση των κυττάρων που δεν αναγνωρίζουν κάποιο από τα ξένα αντιγόνα που 
παρουσιάζονται στο µικροπεριβάλλον σε κατάσταση µη λειτουργικής απόκρισης 
(ανέργεια). 
Ειδικά για τα Β κύτταρα η κλωνική απάλειψη πραγµατοποιείται σε περίπτωση αποτυχίας 
επαναδιάταξης των ΒΚΥ (4) ή στην περίπτωση που το αντιγόνο εκφράζεται σε υψηλή 
συγκέντρωση στο µυελό των οστών από την αναδιάταξη των ΒΚΥ, ώστε να αλλάξει η 
ειδικότητα των αντισωµάτων που µπορούν να παράξουν (5) (διόρθωση των ΒΚΥ, B cell 
receptor editing). Μολονότι, µεγάλο µέρος των αυτοδραστικών Τ και Β κυττάρων 
απαλείφονται κεντρικά, ένας σηµαντικός αριθµός Τ και Β κυττάρων διαφεύγουν της 
κεντρικής ανοχής και κυκλοφορούν στην περιφέρεια. Τα αυτοδραστικά ανοσοκύτταρα 
καταστέλλονται και διατηρούνται υπό τον έλεγχο των µηχανισµών της περιφερικής 
ανοχής. 
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2) Περιφερική ανοχή 
Η περιφερική ανοχή πραγµατοποιείται καθ’ όλη τη διάρκεια της ζωής στους ιστούς του 
οργανισµού και είναι συνεχής και ενεργή διαδικασία. Αυτή επιτελείται µέσω: 
α) Του αποπτωτικού θανάτου ή της µετάπτωσης σε κατάσταση ανέργιας, λόγω της µη 
«αποτελεσµατικής» ενεργοποίησης. Ενεργοποίηση των Τ κυττάρων απουσία 
συνδιεγερτικών µηνυµάτων ή των Β κυττάρων απουσία ειδικών βοηθητικών Τ κυττάρων 
ή κατάλληλου ισοζυγίου κυτταροκινών, δεν µπορεί να υποστηρίξει την αποτελεσµατική 
ενεργοποίηση τους. Έτσι, τα λεµφοκύτταρα δεν οδηγούνται σε έκπτυξη ή 
διαφοροποίηση, αλλά σε απόπτωση ή ανέργια. 
β) Ρυθµιστικών µηχανισµών που αφορούν στη δράση ρυθµιστικών πληθυσµών Τ ή Β 
λεµφοκυττάρων (ρυθµιστικά Τ ή Β κύτταρα), και τη συνεπακόλουθη επικράτηση 
ρυθµιστικών κυτταροκινών,  όπως TGF-β και  IL-10, στο µικροπεριβάλλον (3). 
Αυτοανοσία: 
Όπως προαναφέρθηκε, η ανοσολογική ανοχή αποτελεί µια συνεχή και ενεργό 
διαδικασία, η οποία επιτελείται καθ’ όλη τη διάρκεια της ζωής. ∆ιαταραχή στους 
ρυθµιστικούς µηχανισµούς που διέπουν την αυτοανοχή, έχει ως αποτέλεσµα την 
ανάπτυξη αυτοάνοσων αποκρίσεων. Η διαταραχή αυτή µπορεί να οφείλεται σε 
ελαττωµατική εξάλειψη των αυτοδραστικών Τ ή Β κυττάρων στα πρωτογενή λεµφικά 
όργανα, ανεπαρκή καταστολή της λειτουργίας των αυτοδραστικών Τ ή Β κυττάρων 
στους περιφερικούς ιστούς ή/και σε συνεχή ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού 
συστήµατος, η οποία δεν µπορεί να περιοριστεί αποτελεσµατικά λόγω δυσλειτουργίας 
των ρυθµιστικών µηχανισµών (ρυθµιστικοί υποπληθυσµοί ανοσοκυττάρων, 
κυτταροκίνες και υποδοχείς της φυσικής και επίκτητης ανοσίας). Η ανάπτυξη 
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αυτοάνοσων αποκρίσεων δεν    συνεπάγεται υποχρεωτικά την εκδήλωση αυτοάνοσης 
νόσου (autoimmune disease). Για να εκδηλωθεί αυτή θα πρέπει οι αυτοδραστικές 
αποκρίσεις να προκαλέσουν ιστική βλάβη η οποία τελικά θα οδηγήσει και σε 
λειτουργική βλάβη του ιστού. 
Οι µηχανισµοί που εµπλέκονται στην απώλεια της ανοσολογικής ανοχής και στην 
ανάπτυξη αυτοανοσίας δεν είναι πλήρως καθορισµένοι. Θεωρείται όµως, ότι πολλαπλοί 
παράγοντες συµµετέχουν. Αυτοί κατηγοριοποιούνται στους παρακάτω: 
1. Γενετικοί παράγοντες. Αρκετά γονίδια, κυρίως αυτά που κωδικοποιούν για 
πρωτεΐνες του Μείζονος Συµπλόκου Ιστοσυµβατότητας (ΜΣΙ) (6) έχουν συνδεθεί 
µε την ανάπτυξη αυτοάνοσων νοσηµάτων. Επιπλέον, µεταλλάξεις (κυρίως 
πολυµορφισµοί, αλλά και έκφραση εναλλακτικών µεταγράφων) σε γονίδια που 
κωδικοποιούν µόρια που εµπλέκονται στη ρύθµιση των ανοσολογικών 
αποκρίσεων, όπως συνδιεγερτικά µόρια, κυτταροκίνες ή χηµειοκίνες, έχουν 
συσχετισθεί µε την εµφάνιση αυτοάνοσων νοσηµάτων [συνοψίζονται στο (7)]. 
Επιπρόσθετα, µελέτες µονοζυγωτικών διδύµων ή οικογενειών που δείχνουν 
αυξηµένη επίπτωση των αυτοάνοσων νοσηµάτων στις οµάδες αυτές, καθώς και 
πειραµατικά γενετικά τροποποιηµένα ζωικά πρότυπα, συνηγορούν στην εµπλοκή 
γενετικών παραγόντων στην ανάπτυξη αυτοανοσίας.  
2. Ορµονικοί παράγοντες. Πλήθος δεδοµένων υποστηρίζει τη συµµετοχή των 
ορµονών στην ανάπτυξη των αυτοάνοσων νοσηµάτων. Παρατηρείται σηµαντικά 
αυξηµένη επίπτωση των αυτοάνοσων νοσηµάτων στις γυναίκες, συγκριτικά µε 
τους άνδρες, ενώ σε ζωικά πρότυπα τα οποία αναπτύσσουν αυτόµατα αυτοάνοσα 
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νοσήµατα, η ωοθηκεκτοµή οδηγεί σε ύφεση ή ακόµα και σε µη εµφάνιση της 
νόσου (8, 9). 
3. Ψυχολογικοί παράγοντες. Η έναρξη των συµπτωµάτων αυτοάνοσης νόσου έχει 
ισχυρά συσχετισθεί µε προηγούµενη αναφορά έντονων στρεσογόνων γεγονότων, 
όπως θάνατος αγαπηµένων προσώπων, διαζύγιο ή απώλεια εργασίας. Επίσης, η 
εµφάνιση αυτοάνοσων νοσηµάτων έχει συσχετισθεί µε συγκεκριµένα 
χαρακτηριστικά ψυχοσύνθεσης (10).  
4. Περιβαλλοντικοί παράγοντες. ∆ιάφοροι περιβαλλοντικοί παράγοντες έχουν 
ενοχοποιηθεί για την εµφάνιση αυτοανοσίας, συµπεριλαµβανοµένων της ηλιακής 
ακτινοβολίας, βαρέων µετάλλων και λοιµώξεων. Εκδηλώνεται µεγάλο 
ενδιαφέρον για το ρόλο των βακτηριακών και ιικών λοιµώξεων στην αυτοανοσία. 
Πληθώρα µελετών υποστηρίζει τη συσχέτιση µεταξύ βακτηριακής ή ιικής 
µόλυνσης και ανάπτυξης αυτοάνοσων νοσηµάτων. Οι µολύνσεις αυτές συχνά 
έχουν θεωρηθεί ως παθογενετικός παράγοντας ή ως παράγοντας ενεργοποίησης 
(triggering factor) και απώλειας της αυτοανοχής. Στην τελευταία περίπτωση, οι 
λοιµώξεις µπορούν είτε να δρουν ανοσοσενισχυτικά, ενεργοποιώντας την 
σηµατοδότηση µέσω TLRs και την παραγωγή πληθώρας κυτταροκινών (11, 12). 
ή να κάνουν ορατά στοιχεία του ιδίου του οργανισµού στο ανοσοποιητικό 
σύστηµα. Αυτό επιτελείται µε δυο µηχανισµούς, την αδόκιµη έκφραση 
ενδοκυττάριων αντιγόνων λόγω αυξηµένου αποπτωτικού θανάτου επαγόµενου 
από οξεία ή χρόνια φλεγµονή και τη µοριακή µίµηση (13). Μοριακή µίµηση 
(molecular mimicry) ονοµάζεται το φαινόµενο κατά το οποίο η 
ανοσοδραστικότητα έναντι ενός µικροοργανισµού οδηγεί στην ανοσολογική 
απόκριση κατά άλλων παθογόνων ή στοιχείων του εαυτού που προσοµοιάζουν 
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στην πρωτοταγή ή/και στην τριτοταγή δοµή των αρχικών µικροβιακών αντιγόνων 
µέσω διασταυρούµενης ανοσολογικής αναγνώρισης. Το φαινόµενο αυτό είναι 
ιδιαίτερα σηµαντικό στην ανάπτυξη αυτοανοσίας, όπως αποδεικνύεται από την 
ανάπτυξη αυτοανοσίας σε άτοµα µε συγκεκριµένες λοιµώξεις και µελέτες σε 
ζωικά πρότυπα νόσου (14). 
Τα αυτοάνοσα νοσήµατα χαρακτηρίζονται τόσο από κυτταρικές όσο και χυµικές 
αποκρίσεις. Είναι πλέον αποδεκτό, ότι οι αυτοάνοσες αποκρίσεις είναι αντιγόνο-
οδηγούµενες και ακολουθούν τους µηχανισµούς ανάπτυξης των φυσιολογικών 
ανοσολογικών αποκρίσεων έναντι των «ξένων» αντιγόνων. Αυτό, όσον αφορά στην 
παραγωγή αυτοαντισωµάτων  αποδεικνύεται από το γεγονός ότι: α) τα αυτοαντισώµατα 
είναι συνήθως ειδικά για συγκεκριµένες αυτοάνοσες νόσους, β) η πλειονότητα των 
αυτοαντισωµάτων είναι τάξης IgG, γεγονός το οποίο υποδηλώνει την ύπαρξη αντιγόνο-
εξαρτώµενης T-κυτταρικής βοήθειας (1), γ) οι αυτοάνοσες αποκρίσεις είναι κατά βάση 
πολυκλωνικές και στρέφονται έναντι πολλαπλών επιτόπων του ίδιου αυτοαντιγόνου (1) 
και δ) ενισχύονται και διαιωνίζονται µε τη δράση των µηχανισµών της ενδο- και δια- 
µοριακής επέκτασης επιτόπων (15, 16). Οι τελευταίες έχουν αποδειχθεί πειραµατικά σε 
ζωικά πρότυπα αυτοάνοσων νοσηµάτων. Έτσι, η ανοσοποίηση ζωικών προτύπων 
(ποντίκια) της πειραµατικής αυτοάνοσης εγκεφαλοµυελίτιδας (ΠΑΕ), η οποία αποτελεί 
ανάλογο της ανθρώπινης πολλαπλής σκλήρυνσης, µε τον κύριο Τ κυτταρικό επίτοπο του 
κυρίου αυτοαντιγόνου, της βασικής πρωτεΐνης της µυελίνης, οδηγεί στην ανάπτυξη 
αυτοαντισωµάτων έναντι διαφορετικών επιτόπων της  πρωτεΐνης, υποστηρίζοντας την  
ενδοµοριακή επέκταση επιτόπων (2). Η διαµοριακή επέκταση επιτόπων δείχθηκε 
πειραµατικά σε κουνέλια. Ανοσοποίηση των ζώων αυτών µε ένα πεπτίδιο που 
αντιπροσωπεύει τον κύριο επίτοπο του αυτοαντιγόνου Ro60/TROVE2 οδήγησε στην 
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παραγωγή αυτοαντισωµάτων έναντι πολλαπλών επιτόπων της Ro60/TROVE2, καθώς και 
επέκταση των χυµικών αποκρίσεων στα αυτοαντιγόνα La/SSB, Sm-Β΄, Sm-D1, RNP-A 
και RNP-C, τα οποία συνδέονται φυσικά σε πολυπρωτεϊνικά σύµπλοκα και 
χαρακτηρίζουν τον ανθρώπινο Συστηµατικό Ερυθηµατώδη Λύκο (ΣΕΛ) (17).  
Οι αυτοάνοσες χυµικές αποκρίσεις µπορεί να είναι γενικευµένες, που χαρακτηρίζονται 
από υπερπαραγωγή ανοσοσφαιρινών, ή ειδικές µε ανάπτυξη αυτοαντισωµάτων έναντι 
συγκεκριµένων στοιχείων του οργανισµού, κυρίως αντιγονικών συµπλόκων που 
αποτελούνται από νουκλεϊκά οξέα και πρωτεϊνικά µόρια. Τέτοια είναι το µατίσωµα 
(spliceosome) και το ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύµπλοκο Ro/La. Η υπερπαραγωγή 
αντισωµάτων συχνά οδηγεί σε δηµιουργία ανοσοσυµπλεγµάτων, η καθίζηση των οποίων 
έχει συνδεθεί µε ιστική βλάβη ή/και δυσλειτουργία. Τα ειδικά αυτοαντισώµατα συνήθως 
χαρακτηρίζουν συγκεκριµένες αυτοάνοσες νόσους. ∆εν είναι γνωστό αν αποτελούν 
επιφαινόµενο, αποτέλεσµα της ιστικής βλάβης και της επακόλουθης παρουσίασης 
αυτοαντιγόνων, ή έχουν παθογενετικό ρόλο, µε ελάχιστες εξαιρέσεις. Έτσι, τα 
αυτοαντισώµατα κατά των ριβονουκλεοπρωτεϊνών Ro/La φαίνεται να έχουν 
παθογενετικό ρόλο στο σύνδροµο του νεογνικού λύκου (ΣΝΛ), αλλά δεν έχει βρεθεί 
παθογενετική συσχέτιση µε την ανάπτυξη του ΣΕΛ ή του συνδρόµου Sjogren (18). Η 
ανίχνευση των αυτοαντισωµάτων έχει υψηλή διαγνωστική, προγνωστική  και κλινική 
αξία, ενώ συχνά περιλαµβάνονται στα διαγνωστικά κριτήρια αυτοάνοσων νοσηµάτων 
(19-24). Μεταξύ των κύριων στόχων των αυτοάνοσων αποκρίσεων είναι τα µόρια που 
συγκροτούν τα ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σύµπλοκα Ro/La και U1snRNP.  
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Τα ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σύµπλοκα Ro/La και U1snRNP 
Χαρακτηριστικά και ιδιότητες των αυτοαντιγόνων που συγκροτούν το 
ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύµπλοκο Ro/La  
Το ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύµπλοκο Ro/La αποτελείται από ένα εκ των τεσσάρων 
ανθρώπινων κυτταροπλασµατικών RNA (human cYtoplasmic RNAs: hYRNAs), τα 
οποία συνδέονται µη οµοιοπολικά µε τα αυτοαντιγόνα Ro60/TROVE2 και La/SSB (25, 
26). Σαν επιπλέον συστατικά του συµπλόκου έχουν περιγραφεί οι πρωτεΐνες νουκλεολίνη 
(27) και καλρετικουλίνη (28), καθώς και το αυτοαντιγόνο Ro52/TRIM21 (29, 30). Το 
τελευταίο δε συνδέεται άµεσα µε το hYRNA, αλλά µε τη Ro60/TROVE2 µέσω 
αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης.  
 
Τα  τέσσερα hYRNAs (hY1, hY3, hY4, hY5) ποικίλουν σε µήκος από 83 έως 112 
νουκλεοτίδια και µεταγράφονται από την RNA πολυµεράση ΙΙΙ (31). Στα περισσότερα 
ανθρώπινα κύτταρα το hY5 RNA είναι το ριβονουκλεϊκό συστατικό του 
Σχήµα 3. Σχηµατική αναπαράσταση του 
ριβονουκλεοπρωτεϊνικού  συµπλόκου 
Ro/La. Οι πρωτεΐνες Ro60/TROVE2 και 
La/SSB  συνδέο-νται µη οµοιοπολικά µε 
ένα µόριο hY1-RNA. Η πρωτεΐνη 
Ro52/TRIM21 αλληλεπιδρά µε τη 
πρωτεΐνη Ro60/TROVE2.   
Προσαρµοσµένο από Routsias et al., 
Clinic Rev Allerg Immunol, 2007 
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ριβονουκλεοπρωτεϊνικού συµπλόκου Ro/La (32). Πρόσφατες µελέτες έχουν αναδείξει 
δύο πιθανούς µηχανισµούς εµπλοκής των hYRNAs στην αυτοανοσία. Πρώτον, µε τη 
δράση τους σαν ανοσοενισχυτικά που προκαλείται από τη δέσµευσή τους σε υποδοχείς 
της φυσικής ανοσίας και την επακόλουθη παραγωγή προφλεγµονωδών κυτταροκινών. 
Ειδικότερα, έχει δειχθεί ότι η προσθήκη κεκαθαρµένων hYRNAs σε ανθρώπινες 
κυτταρικές σειρές (HEK 293) επάγει την παραγωγή ιντερφερονών τύπου Ι και προάγει 
την ωρίµανση δενδριτικών κυττάρων (33). ∆εύτερον, έχει αναφερθεί ότι τα hYRNAs 
µπορεί να περιέχουν πρόδροµα microRNAs (miRNAs) τα οποία στοχεύουν γονίδια µε 
σηµαίνοντα ρόλο στις αυτοάνοσες διεργασίες (31). 
Ήδη από το τέλος της δεκαετίας του 1960 είχαν αναφερθεί σε ορούς ασθενών µε ΣΕΛ 
και σύνδροµο Sjögren αντιπυρηνικά αντισώµατα τα οποία στρέφονταν έναντι ενός 
αυτοαντιγόνου που ονοµαζόταν Ro ή SSA (Sjögren’s Syndrome antigen A: αντιγόνο Α 
του συνδρόµου Sjögren) (34-36). Αν και τα αντί-Ro/SSA αντισώµατα χρησιµοποιήθηκαν 
για δεκαετίες σαν διαγνωστικοί δείκτες για το σύνδροµο Sjögren και τον ΣΕΛ, η µοριακή 
ταυτότητα τους δεν είχε διασαφηνιστεί. Σχεδόν τρεις δεκαετίες αργότερα, φάνηκε ότι τα 
αυτοαντιγόνα Ro/SSA αποτελούν, στην πραγµατικότητα, δύο διαφορετικές πρωτεϊνικές 
οντότητες, τα αυτοαντιγόνα Ro52/TRΙΜ21 και Ro60/TROVE2. Τα δύο αυτοαντιγόνα 
κωδικοποιούνται από διακριτά γονίδια που εντοπίζονται σε διαφορετικά χρωµοσώµατα, 
ενώ οι κωδικοποιούµενες πρωτεΐνες διαφέρουν ως προς την αµινοξική αλληλουχία και 
τις βιολογικές δράσεις (26, 29, 37).  
Αυτοαντιγόνο Ro52/TRIM21. Κωδικοποιείται από το γονίδιο trim21, το οποίο στον 
άνθρωπο βρίσκεται στο 11ο χρωµόσωµα (38). Η κωδικοποιούµενη πρωτεΐνη αποτελείται 
από 475 αµινοξέα και έχει µοριακό βάρος 52 kDaltons. Ανήκει στην οικογένεια των 
πρωτεϊνών που περιέχουν TRIM (TRΙpartite Motif: τριµερές µοτίβο) (38). Το τριµερές 
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µοτίβο αποτελείται από τρεις περιοχές (Σχήµα 4), µία αµινοτελική δοµή RING, ένα B-
box µοτίβο και µία περιοχή σπειροειδούς πηνίου (coiled-coin region). H περιοχή RING 
αποτελείται από τα κατάλοιπα αµινοξέων 15-58 στον άνθρωπο και είναι ένα µοτίβο 
πλούσιο σε κυστεΐνες, το οποίο έχει δύο θέσεις δέσµευσης µορίων ψευδαργύρου και 
συµµετέχει σε αλληλεπιδράσεις µε άλλες πρωτεΐνες. Το µοτίβο B-box (κατάλοιπα 
αµινοξέων 91-128) έχει µία θέση πρόσδεσης µορίων ψευδαργύρου (39). Στο µέσο της 
πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 (κατάλοιπα αµινοξέων 125-235) βρίσκεται η περιοχή του 
σπειροειδούς πηνίου, στην οποία εµπεριέχεται ένα φερµουάρ λευκίνης (leucine zipper). 
Τέλος, το καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης (κατάλοιπα αµινοξέων 286-465) περιέχει 
µία περιοχή PRYSPRY (επίσης αναφέρεται ως Β30.2) η οποία απαντάται σε αρκετά 
µέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών TRIM (40-42). Η περιοχή αυτή είναι ιδιαιτέρως ση- 
 
µαντική για την κυτταρική εντόπιση της πρωτεΐνης. Η πρωτεΐνη εντοπίζεται κυρίως στο 
κυτταρόπλασµα, και σε χαµηλότερα επίπεδα στον πυρήνα (43, 44). Η απαλοιφή της 
περιοχής του  σπειροειδούς πηνίου, και ειδικότερα του φερµουάρ λευκίνης, οδήγησε 
στην µετατόπιση της έκφρασής της από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα των κυττάρων 
HeLa, υποδηλώνοντας τη συµµετοχή αυτής της περιοχής στην κυτταροπλασµατική 
εντόπιση της πρωτεΐνης (45). Αντίθετα, η επιπλέον απαλοιφή της περιοχής Β30.2 
επανέφερε την κυτταροπλασµατική εντόπιση της πρωτεΐνης, υποδεικνύοντας το ρόλο της 
Σχήµα 4. Σχηµατική αναπαράσταση των δοµικών περιοχών της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21.  
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στην πυρηνική µετατόπιση (46). Η πρωτεΐνη Ro52/TRIM21 δεν έχει κάποια περιοχή µε 
χαρακτηριστικά πεπτιδίου-οδηγού πυρηνικής εντόπισης. Αυτό υπονοεί ότι η µετατόπιση 
της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 στον πυρήνα πραγµατοποιείται είτε δια της 
µεταµεταφραστικής τροποποίησης της που οδηγεί στη δηµιουργία ενός πεπτιδίου-οδηγού 
ή µέσω κάποιου µορίου-συνοδού, το οποίο αλληλεπιδρά µε την περιοχή Β30.2 (47). 
Τέλος, έχει αναφερθεί ένα εναλλακτικό µετάγραφο της πρωτεΐνης, το οποίο ονοµάζεται 
Ro52β και οδηγεί στην παραγωγή µιας ισοµορφής της πρωτεΐνης, από την οποία 
απουσιάζει η περιοχή του φερµουάρ λευκίνης, εµφανίζοντας έτσι αποκλειστικά πυρηνική 
εντόπιση (48).  
Η πρωτεΐνη Ro52/TRIM21 εκφράζεται σε όλα τα κύτταρα του οργανισµού, όπως 
αποδείχθηκε µε πειράµατα in situ υβριδισµού (38, 49-52). Πειράµατα µε 
ανασυνδυασµένη µε ενισχυµένη πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (E-GFP) πρωτεΐνη 
Ro52/TRIM21 σε ποντικούς έδειξαν ότι τα µεγαλύτερα επίπεδα έκφρασής της 
ανιχνεύονται σε όργανα του ανοσοποιητικού συστήµατος, όπως οι λεµφαδένες ο 
σπλήνας και ο θύµος αδένας. Ανάµεσα στις υποοµάδες λευκών αιµοσφαιρίων 
παρατηρήθηκε υψηλή έκφραση του αυτοαντιγόνου σε Τ-κύτταρα, Τ-κύτταρα φυσικούς 
φονιάδες, µακροφάγα και δενδριτικά κύτταρα, ενώ χαµηλότερα επίπεδα έκφρασης 
ανιχνεύθηκαν σε Β-κύτταρα και σε κοκκιοκύτταρα (53). Η απαλοιφή του γονιδίου trim21 
σε πειραµατικά πρότυπα ποντικών δεν επηρέασε σηµαντικά το φαινότυπό τους, 
υποδεικνύοντας ότι δεν συµµετέχει δραστικά στην ανάπτυξή τους. Ωστόσο, όταν στα 
αυτιά των ποντικών αυτών περάστηκαν µεταλλικές ταυτότητες, τα ζώα ανέπτυξαν 
σοβαρή φλεγµονή του δέρµατος, η οποία σταδιακά επεκτάθηκε. Επιπλέον, τα ζώα αυτά 
ανέπτυξαν υπεργαµµασφαιριναιµία στον ορό, αντί-DNA αυτοαντισώµατα, πρωτεϊνουρία 
και παθογένεια των νεφρών, χωρίς ταυτόχρονη φλεγµονή στους σιελογόνους αδένες, 
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συµπτώµατα που προσοµοιάζουν στον ανθρώπινο ΣΕΛ. Τέλος, παρατηρήθηκε αυξηµένη 
παραγωγή προφλεγµονωδών κυτταροκινών, οι οποίες βρίσκονται υπό τον έλεγχο 
παραγόντων που ρυθµίζουν την έκφραση ιντερφερονών (IRFs: interferon regulatory 
factors), όπως η ιντερλευκίνη 6, η ιντερλευκίνη 12/ιντερλευκίνη 23 και η ιντερλευκίνη 17 
(54). Οι IRFs αποτελούν µία οµάδα µεταγραφικών παραγόντων που προάγουν τη 
µεταγραφή των γονιδίων των ιντερφερονών τύπου Ι και άλλων γονιδίων που εµπλέκονται 
σε ανοσολογικές αποκρίσεις. Αυτό υπέδειξε ότι η πρωτεΐνη Ro52/TRIM21, η οποία 
µέχρι την τελευταία δεκαετία ήταν αγνώστου λειτουργίας, µπορεί να έχει παρόµοιο ρόλο 
µε τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας TRIM. Αυτά διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη 
ρύθµιση των ανοσολογικών αποκρίσεων και ιδιαιτέρως των αποκρίσεων έναντι των ιών 
και γενικότερα, της φυσικής ανοσίας (55, 56). Πρόκειται για λιγάσες της ουβικιτίνης, οι 
οποίες στοχεύουν µόρια που σχετίζονται µε τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό ή την 
επιβίωση κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήµατος (57). Η ουβικιτινυλίωση είναι ένας 
µηχανισµός µεταµεταφραστικής τροποποίησης των πρωτεϊνών, µέσω της οποίας οι 
ευκαρυωτικοί οργανισµοί ελέγχουν βιολογικές διαδικασίες, όπως η αποδόµηση 
πρωτεϊνών στο πρωτεάσωµα, η ανακύκλωση αµινοξέων και η διακίνηση πρωτεϊνών (58). 
Η διαδικασία της ουβικιτινυλίωσης είναι ένα µονοπάτι τριών βηµάτων και απαιτεί τη 
δαπάνη ΑΤΡ. Στο πρώτο βήµα δεσµεύεται και ενεργοποιείται ένα µόριο ουβικιτίνης από 
ένα ένζυµο Ε1 που ονοµάζεται «ένζυµο ενεργοποίησης της ουβικιτίνης». Στο δεύτερο 
βήµα το ενεργοποιηµένο µόριο της ουβικιτίνης µεταφέρεται σε ένα ένζυµο Ε2 («ένζυµο 
που προσδένει το µόριο ουβικιτίνη»). Τέλος, στο τρίτο βήµα, ένα ένζυµο Ε3 που 
ονοµάζεται «λιγάση της ουβικιτίνης» διαµεσολαβεί τη µεταφορά της ουβικιτίνης στην 
πρωτεΐνη-στόχο (Σχήµα 5) (59). Πράγµατι, η πρωτεΐνη Ro52/TRIM21 αποτελεί µια Ε3 
λιγάση της ουβικιτίνης µε την περιοχή RING του µορίου να παίζει κρίσιµο ρόλο σε αυτή 
τη λειτουργία (60, 61). Η Ro52/TRIM21 έχει δειχθεί ότι µπορεί να αλληλεπιδράσει τόσο  
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µε κυτταροπλασµατικά, όσο και µε πυρηνικά ένζυµα E2. Με την ιδιότητα της Ε3 λιγάσης 
της ουβικιτίνης, το µόριο Ro52/TRIM21 ρυθµίζει την έκφραση των IRFs, 
συµπεριλαµβανοµένων των IRF3, IRF5, IRF7 και IRF8 (49, 54, 60, 62, 63). Από την 
άλλη πλευρά, οι IRFs και οι ιντερφερόνες ρυθµίζουν την έκφραση της πρωτεΐνης 
Ro52/TRIM21. Στον υποκινητή του γονιδίου trim21 υπάρχει ένα ρυθµιστικό στοιχείο 
που ενεργοποιείται από IRFs, και έχει δειχθεί ότι οι IRF1 και IRF2 προάγουν τη 
µεταγραφή του γονιδίου trim21, ενώ οι IRF4 και IRF8 την καταστέλλουν (7). Αξίζει να 
σηµειωθεί ότι το σύνολο των παραπάνω δεδοµένων έχει µελετηθεί σε in vitro συστήµατα 
και µένει να αποδειχθεί η in vivo δράση της πρωτεΐνης στις αποκρίσεις της φυσικής 
ανοσίας. Επιπλέον, οι ιντερφερόνες τύπου Ι (ιδιαίτερα η IFNβ) και ΙΙ (IFNγ) είναι 
ισχυροί επαγωγείς της έκφρασης της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 σε διάφορους τύπους 
κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήµατος (64). Έτσι, σε περίπτωση φλεγµονής, η 
παραγωγή ιντερφερονών επάγει την έκφραση του µορίου Ro52/TRIM21, το οποίο στη 
συνέχεια ρυθµίζει την έκφραση των IRFs και καταστέλλει την παραγωγή ιντερφερονών 
και άλλων κυτταροκινών, οδηγώντας στον έλεγχο και τερµατισµό της φλεγµονής (65) 
(Σχήµα 6). 
Σχήµα 5. Το µονοπάτι της 
ουβικιτινυλίωσης των πρω-
τεϊνών. Ένα µόριο ουβικιτί-
νης (Ub) ενεργοποιείται και 
συνδέεται µε το ένζυµο Ε1 
(Α), στη συνέχεια µεταφέ-
ρεται στο ένζυµο Ε2 (Β) και 
τέλος, το ένζυµο Ε3 διευκο-
λύνει τη σύνδεσή της στο 
υπόστρωµα (S) (Γ). Αρκετά 
µόρια ουβικιτίνης µπορούν 
να συνδέονται µε το 
υπόστρωµα (∆). Προσαρ-
µοσµένο από Oke et al., J 
Autoimmun, 2012. 
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Επιπρόσθετες δράσεις έχουν αποδοθεί στο µόριο Ro52/TRIM21. Φαίνεται ότι 
συµµετέχει  στην ενεργοποίηση ή τον πολλαπλασιασµό των Τ-κυττάρων, καθώς 
υπερέκφρασή της σε κυτταρικές σειρές Jurkat (αθανατοποιηµένα Τ-κύτταρα) οδηγεί σε 
αύξηση της παραγωγής ιντερλευκίνης-2 έπειτα από ενεργοποίηση του CD28 
συνδιεγερτικού µορίου (66). Επίσης, in vitro δεδοµένα από τη Β-κυτταρική σειρά 
λεµφώµατος ποντικών Α20 (mouse B-cell lymphoma cell line A20) υποστηρίζουν ότι 
Σχήµα 6. Ρύθµιση της τοπικής φλεγµονής και αυτοδραστικότητα. Η ιστική βλάβη οδηγεί στην 
ενεργοποίηση φλεγµονωδών µονοπατιών, που µεσολαβούνται από κυτταροκίνες όπως οι  IL-
23/Il-17 και οι ιντερφερόνες τύπου Ι. Οι κυτταροκίνες αυτές µπορούν να ενισχύσουν τις 
αυτοδραστικές αποκρίσεις, αυξάνοντας την πιθανότητα αλληλεπίδρασης αυτοδραστικών Τ και  Β 
κυττάρων, επάγοντας την παρουσίαση αυτοαντιγόνων στο ανοσοποιητικό σύστηµα. Οι IRFs είναι 
απαραίτητοι για την ενεργοποίηση των ιντερφερονών τύπου Ι και της IL-23. Οι ιντερφερόνες 
τύπου Ι επάγουν την έκφραση της Ro52/TRIM21, η οποία µέσω της δράσης της σαν Ε3 λιγάση 
της ουβικιτίνης µε την πρωτεΐνη-στόχο ρυθµίζει την έκφραση των IRFs.  Προσαρµοσµένο από 
Bolland et al., J ExpMed, 2009. 
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αυξάνει τον κυτταρικό θάνατο µέσω απόπτωσης µετά από ενεργοποίηση του µορίου 
CD40 (60). Τέλος, φαίνεται ότι αποτελεί έναν ενδοκυττάριο υποδοχέα του σταθερού 
τµήµατος (Fc) των ανθρώπινων ανοσοσφαιρινών. Οι αρχικές ενδείξεις για την ιδιότητα 
αυτή προήλθαν από την παρατήρηση ότι οροί υγιών ατόµων µπορούν να 
κατακρηµνίσουν τη Ro52/TRIM21 (67). Ακολούθησαν µελέτες από διάφορες 
ερευνητικές οµάδες που ανέφεραν ότι η Ro52/TRIM21 προσδένεται στο σταθερό τµήµα 
(Fc) των ανθρώπινων IgG µέσω της Β30.2 περιοχής της µε µεγαλύτερη συγγένεια από 
οποιονδήποτε άλλο υποδοχέα της ανοσοσφαιρίνης τάξεως γ (IgG) (68-70). Πρόσφατες 
µελέτες έδειξαν ότι η Ro52/TRIM21 δεσµεύει ιικά σωµάτια τα οποία είναι 
ωψονινοποιηµένα µε IgG και εισέρχονται στο κυτταρόπλασµα. Ακολούθως τα σωµάτια 
αυτά οδηγούνται σε κατάτµηση στο πρωτεάσωµα µέσω της δράσης της Ro52/TRIM21 
ως Ε3 λιγάσης της ουβικιτίνης (71). Με πειράµατα διαµόλυνσης δείχθηκε ότι η 
Ro52/TRIM21 µπορεί να εξουδετερώσει ορισµένες ιικές λοιµώξεις, δρώντας σαν 
κυτταροπλασµατικός υποδοχέας συµπλόκων IgG µε πρωτεΐνες των ιικών σωµατίων. 
Βέβαια, ακόµα δεν έχει διασαφηνιστεί το πώς µπορεί το πρωτεάσωµα να διαχειριστεί 
τόσο µεγάλα σύµπλοκα (72).     
Το γεγονός ότι αποτελεί κύριο αντιγονικό στόχο των αυτοάνοσων χυµικών αποκρίσεων 
έστρεψε πολύ γρήγορα το ενδιαφέρον στη χαρτογράφηση των κύριων επιτόπων του µε 
τη χρήση ανασυνδυασµένων ισοµορφών της πρωτεΐνης από τις οποίες αφαιρούνταν 
συγκεκριµένες δοµικές περιοχές (73-75). Έτσι, φάνηκε ότι σχεδόν όλοι οι οροί που 
περιείχαν αυτοαντισώµατα έναντι της ριβονουκλεοπρωτεΐνης Ro52/TRIM21 
αναγνώριζαν την κεντρική περιοχή του µορίου (κατάλοιπα αµινοξέων 190-245) 
ανεξάρτητα από το ποια νόσο είχαν οι αντίστοιχοι ασθενείς-δότες (74). Σε επόµενη 
µελέτη ταυτοποιήθηκε ένας επίτοπος που βρίσκεται στην ίδια περιοχή (κατάλοιπα 
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αµινοξέων 200-239) ο οποίος περιέχει ολόκληρο το µοτίβο του φερµουάρ λευκίνης (76). 
Μάλιστα, η ύπαρξη αντισωµάτων έναντι αυτού του επιτόπου συσχετίσθηκε µε την 
ανάπτυξη του ΣΝΛ και την κλινική εκδήλωση συγγενούς κολποκοιλιακού αποκλεισµού 
(ΣΚΑ) (77), καθώς φαίνεται ότι τα αντισώµατα αυτά συνδέονται στην επιφάνεια 
µυοκαρδιακών κυττάρων του εµβρύου και προκαλούν διαταραχές στην οµοιόσταση του 
ασβεστίου των κυττάρων αυτών οδηγώντας τα, τελικά, σε απόπτωση. 
Αυτοαντιγόνο Ro60/TROVE2. Κωδικοποιείται από το γονίδιο trove2, το οποίο στον 
άνθρωπο βρίσκεται στο χρωµόσωµα 1. Το ανθρώπινο γονίδιο trove2 µεταγράφεται σε 
πέντε εναλλακτικά µετάγραφα (µετάγραφα 1-5), τα οποία κωδικοποιούν για τέσσερις 
διαφορετικές ισοµορφές της πρωτεΐνης (η µετάφραση των εναλλακτικών µεταγράφων 2 
και 5 οδηγεί στην παραγωγή της ίδιας ισοµορφής). Οι διαφορετικές ισοµορφές της 
πρωτεΐνης δεν φαίνεται να έχουν διαφορετικές βιολογικές δράσεις, καθώς διαφέρουν 
µεταξύ τους κατά λίγα αµινοξέα στο καρβοξυτελικό άκρο των µορίων που είναι 
αποµακρυσµένο από τις λειτουργικές περιοχές της πρωτεΐνης. Η κωδικοποιούµενη 
πρωτεΐνη έχει µοριακό βάρος 60 kDaltons, είναι εξελικτικά συντηρηµένη και απαντάται 
σε όλα τα σπονδυλωτά, σε ορισµένα βακτήρια και στο νηµατώδη σκώληκα 
Caenorhabditis elegans (78). Οι δοµικές ιδιότητες της πρωτεΐνης Ro60/TROVE2 έχουν 
µελετηθεί κυρίως στον βάτραχο Xenopus laevis που εµφανίζει 78% ταυτότητα µε την 
ανθρώπινο µόριο. Η πρωτεΐνη έχει δύο κύριες δοµικές περιοχές (Σχήµα 7) (79). Η πρώτη  
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µοιάζει µε περιοχή τύπου παράγοντα-Α του von Willebrand (vWFA), η οποία 
συναντάται σε µόρια προσκόλλησης που εντοπίζονται στην επιφάνεια των 
ερυθροκυττάρων. Η δεύτερη προσοµοιάζει σε ντόνατ και αποτελείται από µία σειρά 
επαναλαµβανόµενων α-ελίκων οι οποίες είναι οργανωµένες σφαιροειδώς γύρω από µια 
εσωτερική οπή διαµέτρου 10-15 Ǻ που ονοµάζεται περιοχή TROVE (Τelomerase, Ro 
and Vault Elements: περιοχή που απαντάται στα µόρια τελοµεράσης, στην πρωτεΐνη 
Ro60/TROVE2 και σε Vault στοιχεία) (80). Ο βιολογικός της ρόλος δεν είναι πλήρως 
διασαφηνισµένος, αν και φαίνεται να σχετίζεται µε τον ποιοτικό έλεγχο των 
νεοσυντιθέµενων µεταγράφων της RNA πολυµεράσης ΙΙΙ, όπως είναι τα πρόδροµα µόρια 
του ριβοσωµικού RNA (rRNA). Μελέτες έχουν δείξει ότι το αυτοαντιγόνο 
Ro60/TROVE2 δεσµεύει τα µη σωστά πτυχωµένα µόρια RNA µικρού µοριακού βάρους 
στην εσωτερική οπή της περιοχής TROVE και τα οδηγεί σε αποδόµηση (78). Αντίθετα, 
τα hYRNAs συνδέονται σε συντηρηµένα αµινοξικά κατάλοιπα στο εξωτερικό της ίδιας 
περιοχής. Μία επιπλέον ιδιότητα που έχει πρόσφατα αποδοθεί στην Ro60/TROVE2, κι 
ενδεχοµένως σχετίζεται µε τον ποιοτικό έλεγχο των νεοσυντιθέµενων RNA, είναι ο 
προστατευτικός της ρόλος στην επιβίωση κυττάρων µετά από έκθεσή τους σε υπεριώδη 
ακτινοβολία. Η δράση αυτή έχει µελετηθεί τόσο στο βακτήριο Deinococcus radiodurans 
(81) όσο και σε κύτταρα ποντικών στους οποίους δεν παράγεται η Ro60/TROVE2 (82). 
Σχήµα 7. Σχηµατική αναπαράσταση των δοµικών περιοχών της πρωτεΐνης Ro60/TROVE2.  
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Η απαλοιφή του γονιδίου που κωδικοποιεί για την Ro60/TROVE2 σε πειραµατικά 
πρότυπα ποντικών, είχε ως αποτέλεσµα θνησιµότητα στο 28% των ποντικών µέχρι ενός 
έτους, σε αντίθεση µε ένα αντίστοιχο ποσοστό 4% των ποντικών άγριου τύπου. Σε 
ηλικίες µεγαλύτερες των 5 µηνών, ανιχνεύθηκαν υψηλοί τίτλοι αντιπυρηνικών 
αντισωµάτων και αυτοαντισωµάτων έναντι µονόκλωνου ή δίκλωνου DNA, ιστονών 
ή/και νουκλεοσωµάτων. Άνω των 6 µηνών ανέπτυσσαν υπεργαµµασφαιριναιµία στον 
ορό και εναποθέσεις ανοσοσυµπλεγµάτων στο νεφρό, µε τη συντριπτική πλειονότητα 
των ποντικών να εµφανίζει ιστολογικές ενδείξεις µεµβρανοϋπερπλαστικής 
σπειραµατονεφρίτιδας. Όλα αυτά τα κλινικά ευρήµατα υποδηλώνουν ότι τα ποντίκια στα 
οποία απαλείφεται το µόριο Ro60/TROVE2 εκδηλώνουν ένα φαινότυπο που 
προσοµοιάζει στον ανθρώπινο ΣΕΛ.    
∆ιάφορες ερευνητικές οµάδες έχουν περιγράψει τους επιτόπους της Ro60/TROVE2 µε τη 
βοήθεια τεχνικών χαρτογράφησης επιτόπων χρησιµοποιώντας συνθετικά πεπτίδια. ∆ύο 
από τους κύριους επιτόπους είναι αυτοί που περιλαµβάνουν τα αµινοξέα 169-190 
(περιοχή σύνδεσης µε τα hYRNAs) και 211-232 της πρωτεΐνης και περιγράφηκαν στο 
εργαστήριό µας (83). Η ανίχνευση αυτοαντισωµάτων έναντι του πρώτου επιτόπου 
ανευρίσκεται πιο συχνά σε ασθενείς µε ΣΕΛ, ενώ του δεύτερου µε σύνδροµο Sjögren 
(84). 
Αυτοαντιγόνο La/SSB. Η ανθρώπινη πρωτεΐνη κωδικοποιείται από το γονίδιο ssb στο 
χρωµόσωµα 2. Πρόκειται για µια φωσφοπρωτεΐνη 408 αµινοξέων µε µοριακό βάρος 47 
kDaltons. H πρωτεΐνη La/SSB περιέχει τέσσερις κύριες θέσεις φωσφορυλίωσης, που 
εντοπίζονται στα κατάλοιπα σερίνης 366 και θρεονίνης 302, 362 και 389 (85). H 
ανθρώπινη La/SSB αποτελείται από τις παρακάτω δοµικές περιοχές: ένα υψηλά 
συντηρηµένο La µοτίβο, το οποίο προσδένει RNA στο αµινοτελικό της άκρο, ένα τυπικό 
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µοτίβο αναγνώρισης RNA (ΜΑR) στην κεντρική περιοχή του µορίου, ένα άτυπο ΜΑR 
κοντά στο καρβοξυτελικό άκρο του µορίου, ενώ ακολουθούν ένα µακρύ εύκαµπτο 
πολυπεπτίδιο το οποίο περιέχει ένα µικρό βασικό µοτίβο, µία ρυθµιστική θέση 
φωσφορυλίωσης στη σερίνη 366 και, τέλος, ένα σήµα πυρηνικής εντόπισης (Σχήµα 8).  
 
Από τη µελέτη της τριτοταγούς δοµής της πρωτεΐνης φαίνεται ότι τόσο το µοτίβο La, όσο 
και το γειτονικό του ΜΑR, είναι απαραίτητα για τη δέσµευση µε υψηλή συγγένεια των 
µορίων RNA που φέρουν πολύ-U ουρά. Επιπλέον, το τελικό ΜΑR σε συνδυασµό µε το 
µικρό βασικό µοτίβο που ακολουθεί, συµµετέχουν στη δέσµευση µορίων RNA που δεν 
έχουν πολύ-U ουρά, όπως είναι τα ιικά RNA (86). Λόγω των συγκεκριµένων ιδιοτήτων, 
η La/SSB µπορεί να δεσµεύσει την πολύ-U ουρά που υπάρχει στο 3’-άκρο όλων σχεδόν 
των νεοσυντιθέµενων µεταγράφων της RNA πολυµεράσης ΙΙΙ (5S RNA, tRNA, 7S RNA 
και hYRNAs) (87). Επίσης, δεσµεύει µέρος του RNA του συµπλόκου της τελοµεράσης, 
καθώς και ιικά RNA που περιέχουν εσωτερικά στοιχεία εισόδου στα ριβοσώµατα (IRES: 
internal ribosome entry site) (88). Έτσι έχει δειχθεί η αλληλεπίδρασή της µε διάφορους 
ιούς, συµπεριλαµβανοµένων του αδενοϊού VΑ, του ιού Epstein-Barr και των ιών 
Coxsackie (89).  
Η La/SSB είναι µια εξελικτικά συντηρηµένη πρωτεΐνη, η οποία εκφράζεται σε όλους 
τους ιστούς. Εντοπίζεται κυρίως πυρηνικά, ενώ έχει αναφερθεί ότι µετατόπισή της στο 
Σχήµα 8. Σχηµατική αναπαράσταση των δοµικών περιοχών της πρωτεΐνης La/SSB.  
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κυτταρόπλασµα επάγεται από µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις (π.χ. φωσφορυλιώσεις) 
ή κατάτµησή της έπειτα από αλληλεπίδρασή της µε ιούς ή θρυµµατίνες (granzymes). 
Ειδικά, έχει δειχθεί ότι η φωσφορυλίωση στη σερίνη 366 επηρεάζει την κυτταρική 
εντόπιση και λειτουργία της πρωτεΐνης (90). Απάλειψη του γονιδίου της La/SSB σε 
πειραµατικά πρότυπα ποντικών έδειξε ότι είναι απαραίτητη για την οντογένεση, 
υποδεικνύοντας το κεντρικό ρόλο της. Πράγµατι, οι βιολογικές της δράσεις είναι 
πολυποίκιλες. Η κύρια δράση της είναι να «συνοδεύει» τα πρόδροµα µόρια RNA 
(πρωτεΐνη-συνοδός, chaperone) µε τα οποία δεσµεύεται ειδικά και να τα προστατεύει από 
τη δράση εξωνουκλεασών, ρυθµίζοντας έτσι τη µετέπειτα επεξεργασία τους. Επίσης, 
πληθώρα άλλων δράσεων έχει αποδοθεί στη La/SSB: διατήρηση των πρόδροµων µορίων 
RNA στον πυρήνα, δράση ελικάσης του RNA, καθώς και η προαγωγή της ανεξάρτητης 
από το 5’-κάλυµα µετάφρασης ιικών ή ανθρώπινων αγγελιοφόρων RNA τα οποία 
περιέχουν IRES (87). Πρόσφατα δεδοµένα υποδηλώνουν ότι η La/SSB ρυθµίζει την 
έκφραση των miRNAs µέσω της αναγνώρισης των χαρακτηριστικών δοµών µίσχου-
θηλιάς των πρόδροµων miRNAs και προστατεύει τα µόρια αυτά από κατάτµηση από 
νουκλεάσες. Στη διαδικασία αυτή φαίνεται να συµµετέχουν και τα τρία RRMs που 
περιέχει η La/SSB (91).  
Κατά τη διάρκεια των τελευταίων δεκαπέντε ετών χαρτογραφήθηκαν στο εργαστήριό 
µας οι Β κυτταρικοί επίτοποι της La/SSB. Ορισµένοι επίτοποι εντοπίστηκαν στις 
λειτουργικές περιοχές του αυτοαντιγόνου, όπως π.χ. στο κεντρικό ΜAR. Η δέσµευση 
των hYRNAs στη θέση αυτή δεν φάνηκε να επηρεάζει τη δέσµευση αυτοαντισωµάτων 
που στοχεύουν στον αντίστοιχο επίτοπο. Ως επίτοποι που εµφανίζουν την υψηλότερη 
αντιγονικότητα ταυτοποιήθηκαν οι περιοχές που εκτείνονται στα αµινοξικά κατάλοιπα: 
147-154 (κεντρικό ΜΑR του µορίου), 291-302, 301-318, 349-364 (92). Ο επίτοπος που 
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εκτείνεται στα κατάλοιπα αµινοξέων 349-364 εµφανίζει τη µεγαλύτερη ειδικότητα και 
ευαισθησία στην αναγνώριση αντί-La/SSB αντισωµάτων (ποσοστά άνω του 90%). 
Χαρακτηριστικά και ιδιότητες των αυτοαντιγόνων που συγκροτούν το σύµπλοκο 
U1snRNP  
Το σύµπλοκο U1snRNP είναι το κύριο συστατικό του µατισώµατος. Το τελευταίο είναι 
ένα µακροµοριακό σύµπλοκο που καταλύει το µάτισµα των πρόδροµων mRNA σε 
ώριµα. To σύµπλοκο U1snRNP (Σχήµα 9) αποτελείται από τις πρωτεΐνες snRNP 70, 
RNP A, RNP C και Sm µε το U1RNA, το οποίο έχει µήκος 164 νουκλεοτιδίων. Οι 
πρωτεΐνες snRNP 70 και RNP A συνδέονται άµεσα µε το U1RNA µέσω των τυπικών 
τους ΜΑR, ενώ η RNP C συνδέεται µέσω αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης µε 
την RNP 70 και µε µία ή περισσότερες Sm πρωτεΐνες (93). Οι επτά Sm πρωτεΐνες (Β/Β’, 
D1, D2, D3, E, F, G) σχηµατίζουν έναν επταµερή δακτύλιο διαµέτρου ~20 nm, ενώ το 
U1RNA περνάει από το µέσο αυτού (94). 
Το αντιγόνο snRNP 70 είναι µια πρωτεΐνη µοριακού βάρους 70 kDaltons και το  γονίδιο 
που την κωδικοποιεί εδράζεται στο 19ο χρωµόσωµα στον άνθρωπο. Το µόριο έχει τρεις 
Σχήµα 9. Σχηµατική αναπαράσταση 
του ριβονουκλεοπρωτεϊνικού συµπλό-
κου  U1snRNP. Προσαρµοσµένο από 
Routsias et al., Crit Rev Clin Lab Sci, 
2006. 
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κύριες δοµικές περιοχές, ένα κεντρικό ΜΑR και δύο περιοχές σπειροειδούς πηνίου. Το 
γονίδιο που κωδικοποιεί για το µόριο snRNP A  βρίσκεται στο 15ο χρωµόσωµα στον 
άνθρωπο. Η πρωτεΐνη snRNP A έχει µοριακό βάρος 31 kDaltons και περιέχει δύο ΜΑR, 
ένα στο αµινοτελικό κι ένα στο καρβοξυτελικό της άκρο. Αντίστοιχα, το γονίδιο που 
κωδικοποιεί για το αντιγόνο snRNP C  βρίσκεται στο 6ο χρωµόσωµα στον άνθρωπο. Η 
κωδικοποιούµενη πρωτεΐνη έχει µοριακό βάρος 17,5 kDaltons και περιέχει µία δοµή που 
προσοµοιάζει µε δάκτυλο ψευδαργύρου στο αµινοτελικό της άκρο. Οι δάκτυλοι 
ψευδαργύρου είναι δοµές που µπορούν να προσδέσουν τόσο RNA όσο και DNA. 
Συνήθως αποτελούν δοµικές περιοχές πρωτεϊνών που έχουν δράση µεταγραφικών 
παραγόντων, συµµετέχουν στην ενδοκυττάρια µεταφορά µορίων mRNA ή σχετίζονται µε 
τον κυτταροσκελετό.  
Οι κύριες αντιγονικές θέσεις των πρωτεϊνών snRNP 70 και  RNP A εντοπίζονται στις 
δοµές ΜΑR που περιέχουν. Οι κύριοι επίτοποι στο αντιγόνο snRNP 70 είναι ως επί το 
πλείστον διαµορφωτικοί. Έπειτα από τη σύνδεση της snRNP 70 µε το U1RNA, 
δηµιουργείται ένας τεταρτοταγής διαµορφωτικός επίτοπος στη περιοχή ΜΑR του 
αντιγόνου, που αναγνωρίζεται από αντισώµατα ασθενών µε µεικτή νόσο του συνδετικού 
ιστού (ΜΝΣΙ) (95). Ωστόσο, έχει αναφερθεί κι ένας γραµµικός επίτοπος που αποτελείται 
από κατάλοιπα αµινοξέων 119-126. Ο επίτοπος που εντοπίζεται στο ΜΑR του 
αυτοαντιγόνου snRNP A (κατάλοιπα αµινοξέων 35-58) εµφανίζει υψηλή ειδικότητα για 
τους ασθενείς µε ΜΝΣΙ, καθώς αναγνωρίζεται από το 94% των θετικών σε αντί-
U1snRNP αυτοαντισώµατα ορών σε σύγκριση µε το 19% του αντίστοιχου 
υποπληθυσµού ασθενών µε ΣΕΛ (96). Ο κύριος επίτοπος της snRNP C εντοπίζεται στην 
περιοχή που περιλαµβάνει τα κατάλοιπα αµινοξέων 119-125 που περιέχει µια 
αλληλουχία πλούσια σε προλίνες (97). Ο συγκεκριµένος επίτοπος εµφανίζει µεγάλη 
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οµολογία µε αντίστοιχους, πλούσιους σε προλίνη επιτόπους που βρίσκονται στα µόρια 
snRNP A και SmB/B’ και µπορεί να αναγνωριστεί διασταυρούµενα από αντισώµατα που 
στρέφονται έναντι των επιτόπων αυτών (98). 
Τα επτά αυτοαντιγόνα Sm ποικίλουν σε µοριακό βάρος από 8,5-25 kDaltons. Το βασικό 
αυτοαντιγόνο είναι η πρωτεΐνη SmB/B’, της οποίας οι κύριοι επίτοποι περιλαµβάνουν 
δύο πλούσιες σε προλίνες περιοχές. Τα αυτοαντισώµατα που στοχεύουν τους επίτοπους 
αυτούς µπορούν να αναγνωρίσουν µε διασταυρούµενη αντίδραση κι άλλους επίτοπους 
µέσα στο σύµπλοκο U1snRNP (99). Επίσης, σαν κύριοι επίτοποι ανιχνεύθηκαν και 
ταυτοποιήθηκαν µεταµεταφραστικά τροποποιηµένες επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες 
που υπάρχουν στις SmB/B’, SmD1 και SmD3 πρωτεΐνες και µπορούν να αναγνωριστούν 
από τα ίδια αυτοαντισώµατα (100). 
 
Αυτοάνοσα νοσήµατα 
Τα αυτοάνοσα νοσήµατα είναι χρόνια. Χαρακτηρίζονται από κυτταρικές και χυµικές 
αποκρίσεις, ενώ ποικίλουν πολύ ως προς την σοβαρότητα και τη συστηµικότητα των 
εκδηλώσεων. Μπορούν αδρά να κατηγοριοποιηθούν βάσει των κλινικοπαθολογικών τους 
χαρακτηριστικών σε οργανοειδικά, όπου οι ανοσολογικές αποκρίσεις στρέφονται ειδικά 
έναντι ενός συγκεκριµένου οργάνου, και συστηµατικά, στα οποία η αυτοάνοση απόκριση 
στρέφεται σε περισσότερα του ενός οργάνου. ∆ύο από τα πιο συχνά και πιο 
χαρακτηριστικά αυτοάνοσα νοσήµατα είναι ο ΣΕΛ και το σύνδροµο Sjögren. Τα 
νοσήµατα αυτά χαρακτηρίζονται από ευρύ φάσµα κλινικών εκδηλώσεων, τυπικές 
κυτταρικές και χυµικές αυτοάνοσες αποκρίσεις και συνιστούν άριστα πρότυπα για τη 
µελέτη της αυτοανοσίας. Μάλιστα, ο ΣΕΛ είναι ιδανικό πρότυπο για τη µελέτη των 
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συστηµατικών αυτοάνοσων φλεγµονωδών αποκρίσεων και την εµπλοκή πολλαπλών 
οργάνων, ενώ το σύνδροµο Sjögren είναι κυρίως εντοπισµένο στους εξωκρινείς αδένες 
(κυρίως σιελογόνους και δακρυϊκούς), αν και συχνά οι αποκρίσεις επεκτείνονται σε 
συστηµικές, ενώ συσχετίζεται και µε την ανάπτυξη Β-κυτταρικής νεοπλασίας.   
 
Συστηµατικός Ερυθηµατώδης Λύκος (ΣΕΛ)   
Ο ΣΕΛ είναι µία χρόνια αυτοάνοση νόσος, κλινικά ετερογενής, στην παθογένεια της 
οποίας συµβάλλουν διάφοροι γενετικοί, περιβαλλοντικοί και ορµονικοί παράγοντες. Οι 
κλινικές εκδηλώσεις της νόσου ποικίλουν από την εµφάνιση ήπιων δερµατικών βλαβών 
και αρθρίτιδας έως την βαριά προσβολή των νεφρών, την πνευµόνων ή/και του 
κεντρικού νευρικού συστήµατος (101). Η επίπτωσή του στον γενικό πληθυσµό είναι 
κατά προσέγγιση 3%. Το ποσοστό αυτό ποικίλει ανάλογα µε τον πληθυσµό που 
µελετάται, µε τη νόσο να εµφανίζει µεγαλύτερη επίπτωση σε Αφροαµερικανούς και 
Ασιάτες από ότι σε Καυκάσιους (102). Η νοσηρότητα και η θνησιµότητα της νόσου είναι 
αρκετά υψηλές, µε τα ποσοστά δεκαετούς επιβίωσης να εκτείνονται από 70%-92% (103, 
104).  
Θεωρείται πρότυπη χρόνια συστηµατική αυτοάνοση νόσος. Η παθογένειά της δεν είναι 
γνωστή. Όπως σε όλα τα αυτοάνοσα νοσήµατα, θεωρείται ότι συµµετέχουν πολλαπλοί 
παράγοντες. Η απώλεια της ανοσολογικής ανοχής και η απορύθµιση του ανοσοποιητικού 
συστήµατος είναι το αποτέλεσµα της συνύπαρξης δυσµενών γενετικών παραγόντων [µε 
τις πιο πρόσφατες µελέτες να αναφέρουν την εµπλοκή τουλάχιστον 30 γενετικών τόπων 
που σχετίζονται µε την εµφάνιση της νόσου (105-108)], περιβαλλοντικών παραγόντων 
και στοχαστικών γεγονότων. Σηµαντικό ρόλο στην παθογένεια της νόσου διαδραµατίζει 
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η απορύθµιση των αποκρίσεων της φυσικής ανοσίας, όπως φαίνεται από την υπέρµετρη 
έκκριση προφλεγµονωδών κυτταροκινών οι οποίες συµβάλλουν στην πρόκληση ιστικής 
βλάβης και συµβάλλουν στην ενεργοποίηση αυτοδραστικών Τ- και Β-κυττάρων. Οι 
ισχυρές χυµικές αποκρίσεις µε τη σειρά τους οδηγούν στο σχηµατισµό 
ανοσοσυµπλεγµάτων, στην ενίσχυση της φλεγµονώδους απόκρισης και στην πρόκληση 
τοπικής ιστικής βλάβης και αυξηµένου αποπτωτικού και νεκρωτικού θανάτου των 
ιστικών κυττάρων (109, 110). Ο αυξηµένος ρυθµός και η ελλιπής αποµάκρυνση των 
αποπτωτικών κυττάρων ευοδώνει την ανάπτυξη αυτοάνοσων αποκρίσεων και την 
παραγωγή αυτοαντισωµάτων που αναγνωρίζουν τα υπολείµµατα των αποπτωτικών 
κυττάρων (111). Τα αυτοαντισώµατα και τα νουκλεϊκά οξέα που απελευθερώνονται από 
τα αποπτωτικά/νεκρωτικά κύτταρα σχηµατίζουν ανοσοσυµπλέγµατα, τα οποία ευνοούν 
περαιτέρω την ενεργοποίηση των αυτοδραστικών λεµφοκυττάρων και των κυττάρων της 
φυσικής ανοσίας λόγω της πρόσδεσής τους από Fc-υποδοχείς. Επίσης, τα νουκλεϊκά οξέα 
των ανοσοσυµπλεγµάτων ή άλλων ριβονουκλεοπρωτεϊνικών αντιγόνων µπορούν να 
δράσουν σαν «ενδογενή ανοσοενισχυτικά» µέσω της δέσµευσής τους στους TLRs που τα 
αναγνωρίζουν (33). Τέλος, η καθίζηση των ανοσοσυµπλεγµάτων στα αγγεία ή στους 
ιστούς µε την επακόλουθη ενεργοποίηση των υποδοχέων των Fc τµηµάτων 
ανοσοσφαιρινών και του συµπληρώµατος µπορεί να οδηγήσει στην ιστική δυσλειτουργία 
και βλάβη (112) (Σχήµα 10). 
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Η ανάπτυξη αυτοαντισωµάτων αποτελεί χαρακτηριστικό της νόσου, ενώ η ανίχνευση 
συγκεκριµένων τύπων συµπεριλαµβάνεται στα διαγνωστικά κριτήρια του ΣΕΛ (19, 21). 
Τα αυτοαντισώµατα έναντι της διπλής έλικας του DNA (αντί-dsDNA) είναι τα πιο συχνά 
ανευρισκόµενα σε ασθενείς µε ΣΕΛ και έχουν υψηλή διαγνωστική και κλινική σηµασία 
για την παρακολούθηση της πορείας της νόσου. Η συχνότητα εµφάνισής τους στον ΣΕΛ 
ποικίλει από 60-95% ανάλογα µε τη µέθοδο ανίχνευσης (113), ενώ έχουν υψηλή 
ειδικότητα για τη νόσο [95-100% σε περιπτώσεις ενεργής νόσου (114)]. Ένας ακόµη 
Σχήµα 10 Γενική υπόθεση για την παθογένεια του ΣΕΛ. Η αυξηµένη παραγωγή αποπτωτικών 
σωµατίων ή/και η µειωµένη κάθαρση των αποπτωτικών φυσαλίδων µπορεί να οδηγήσει στην 
απελευθέρωση χρωµατίνης στην κυκλοφορία. Η παρουσία της χρωµατίνης σε κυκλοφορία οδηγεί 
στην ενεργοποίηση των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (ΑΠΚ) και στο σχηµατισµό των 
παθογενετικών ανοσοσυµπλεγµάτων που προκαλούν τη σπειραµατονεφρίτιδα.  Προσαρµοσµένο 
από Munoz et al., Lupus, 2008. 
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συχνός στόχος των αυτοάνοσων αποκρίσεων στο ΣΕΛ είναι το ριβονουκλεοπρωτεϊνικό 
σύµπλοκο Ro/La. Αυτοαντισώµατα έναντι των πρωτεϊνών Ro/SSA ανιχνεύονται πολύ 
συχνά σε ασθενείς µε ΣΕΛ και συγκεκριµένα σε ποσοστό 10-50% των ασθενών ανάλογα 
µε τη µέθοδο ανίχνευσης (115), ενώ στον Ελληνικό πληθυσµό το ποσοστό αυτό 
ανέρχεται σε 52%. Οι µελέτες των αυτοαντισωµάτων έναντι των πρωτεϊνών Ro/SSA δεν 
διέκριναν την ειδικότητα τους ως προς τις πρωτεΐνες Ro52/TRIM21 και Ro60/TROVE2  
και έτσι η επίπτωση των αντισωµάτων έναντι της καθεµιάς δεν είναι γνωστή. Τα 
αυτοαντισώµατα έναντι του αντιγόνου La/SSB εµφανίζονται στον ορό του 10-20% των 
ασθενών µε ΣΕΛ. Στον Ελληνικό πληθυσµό, αντί-La/SSB αυτοαντισώµατα ανιχνεύονται 
στο 10% των ασθενών µε ΣΕΛ. Πρέπει να σηµειωθεί, όµως, ότι τα αυτοαντισώµατα 
έναντι της ριβονουκλεοπρωτεΐνης La/SSB θεωρούνται πιο ειδικά για το σύνδροµο 
Sjögren. Συχνά, οι ασθενείς µε ΣΕΛ που αναπτύσσουν αντί-La/SSB αυτοαντισώµατα 
έχουν υποκείµενο δευτεροπαθές σύνδροµο Sjögren σε ποσοστό που φτάνει το 50% (116, 
117).  Επιπλέον, η ανάπτυξη αυτοαντισωµάτων έναντι των πρωτεϊνικών συστατικών του 
συµπλόκου U1snRNP, τα οποία έχουν γενικά συνδεθεί µε τη ΜΝΣΙ, παρατηρείται και 
στο ΣΕΛ. Έτσι, αυτοαντισώµατα έναντι του αυτοαντιγόνου snRNP 70 ανιχνεύονται στο 
12% των ασθενών µε ΣΕΛ, ενώ κατά του snRNP Α ή snRNP C στο 23% (118). Τα αντί-
Sm αυτοαντισώµατα παρουσιάζουν ποσοστά ειδικότητας για το ΣΕΛ που πλησιάζουν το 
100% (119), αλλά έχουν πολύ χαµηλή ευαισθησία αφού ανιχνεύονται στον ορό του 15-
25% των ασθενών µε ΣΕΛ (120, 121). Αυτά έχουν συσχετισθεί µε την εµφάνιση 
νεφρίτιδας του λύκου (122-124).  
Η εµφάνιση των αυτοαντισωµάτων προηγείται της νόσου και συσχετίζεται µε την έναρξη 
και τη βαρύτητα αυτής. Σε µελέτη ορών 130 ατόµων ασθενών µε ΣΕΛ που είχαν ληφθεί 
πριν τη διάγνωση της νόσου (125) βρέθηκε ότι τουλάχιστον ένα από τα επτά µελετώµενα 
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αυτοαντισώµατα (αντιπυρηνικά αντισώµατα, αντί-dsDNA, αντί-Ro/SSA, αντί-La/SSB, 
αντί-Sm, αντί-snRNP, αντιφωσφολιπιδικά αντισώµατα) ανιχνεύονταν στο 88% των 
ατόµων πριν τη διάγνωση της νόσου. Μάλιστα, η πρώτη ενεργότητα ανιχνεύθηκε έως και 
9.4 χρόνια πριν την έναρξη της νόσου, µε το µέσο όρο ανίχνευσης να είναι 3.3 χρόνια 
πριν την έναρξη της νόσου. Τα ποσοστά εµφάνισης των µελετώµενων αυτοαντισωµάτων 
κατά τη στιγµή της διάγνωσης της νόσου ήταν 78% για τα αντιπυρηνικά αντισώµατα (σε 
αραίωση 1:120 ή περισσότερο), 55% για τα αντί-dsDNA, 47% για τα αντί-Ro/SSA, 34% 
για τα αντί-La/SSΒ, 32% για τα αντί-Sm, 26% για τα αντί-snRNP και 18% για τα 
αντιφωσφολιπιδικά αντισώµατα. Τα αυτοαντισώµατα δεν εµφανίζονταν όλα ταυτόχρονα, 
υπονοώντας την επέκταση των αυτοάνοσων χυµικών αποκρίσεων στο ΣΕΛ. Έτσι, τα 
αντιπυρηνικά, αντί-Ro/SSA, αντί-La/SSΒ και αντιφωσφολιπιδικά αντισώµατα 
εµφανίζονταν νωρίτερα (3.4 χρόνια πριν τη διάγνωση της νόσου κατά µέσο όρο) από τα 
αντί-Sm και αντί-snRNP (1.2 χρόνια πριν τη διάγνωση), ενώ τα αντί-dsDNA αντισώµατα 
εντοπίζονταν κατά µέσο όρο 2.2 χρόνια πριν τη διάγνωση του ΣΕΛ. Ο ρυθµός εµφάνισης 
νέων αυτοαντισωµάτων αυξανόταν σταδιακά και ολοκληρωνόταν στη διάγνωση της 
νόσου, µε τους ασθενείς να εµφανίζουν κατά µέσο όρο αυτοαντισώµατα έναντι τριών 
διαφορετικών αυτοαντιγόνων κατά την έναρξη της νόσου. Το ποσοστό ατόµων που 
ανέπτυσσαν αυτοαντισώµατα κατά των Sm και snRNP αύξανε δραµατικά κατά τον 
τελευταίο χρόνο πριν τη διάγνωση µε ΣΕΛ, υποδηλώνοντας ότι η εµφάνιση αυτών των 
αυτοαντισωµάτων ήταν προάγγελος της κλινικής έναρξης της νόσου.  
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Σύνδροµο Νεογνικού Λύκου (ΣΝΛ) 
Το ΣΝΛ είναι µία αυτοάνοση διαταραχή που εµφανίζεται σε βρέφη των οποίων οι 
µητέρες έχουν αυτοαντισώµατα έναντι των ριβονουκλεοπρωτεϊνών Ro52/TRIM21, 
Ro60/TROVE2 ή/και La/SSB και πολύ σπάνια σε µητέρες θετικές µόνο για αντί-U1RNP 
αντισώµατα (126). Αποτελεί τυπική διαταραχή παθητικά µεταφερόµενης αυτοανοσίας, 
όπου τα µητρικά αυτοαντισώµατα, τα οποία µεταφέρονται µέσω του πλακούντα, 
προκαλούν ιστικές βλάβες στο έµβρυο. Οι κλινικές εκδηλώσεις της νόσου περιορίζονται  
στο δέρµα στο περίπου 50% των βρεφών µε ΣΝΛ. Σε αυτές τις περιπτώσεις εµφανίζεται 
δερµατικό εξάνθηµα που προσοµοιάζει στις βλάβες του υποξέος δερµατικού 
ερυθηµατώδους λύκου κατά τη γέννα ή, συνηθέστερα, µερικές εβδοµάδες µετά από αυτή 
(127). Οι βλάβες αυτές σχετίζονται µε την παρουσία αντί-Ro52/TRIM21, αντί-
Ro60/TROVE2 και αντί-La/SSB αυτοαντισωµάτων και παύουν να υφίστανται µετά τον 
έκτο µήνα ζωής που αναλώνονται τα µητρικά αντισώµατα. Ιστοπαθολογικά είναι 
παρόµοιες µε αυτές του υποξέος δερµατικού ερυθηµατώδους λύκου και χαρακτηρίζονται 
από βλάβες της βασικής στοιβάδας της επιδερµίδας, ήπιες περιαγγειακές 
λεµφοκυτταρικές διηθήσεις και εναποθέσεις ανοσοσυµπλεγµάτων (128). Ηπατική, 
αιµατολογική ή νευρολογική συµµετοχή είναι σπάνια και επίσης παροδική.  
Η πιο επικίνδυνη για το νεογνό εκδήλωση της νόσου είναι η ανάπτυξη συγγενούς 
κολποκοιλιακού αποκλεισµού (ΣΚΑ). Αυτός σχετίζεται µε φλεγµονή, αποτιτάνωση, 
ινωτικά φαινόµενα, εναπόθεση ανοσοσυµπλεγµάτων στην καρδιά του εµβρύου και 
επακόλουθη παρεµπόδιση της µεταγωγής σήµατος στον φλεβόκοµβο. Οι κλινικές 
εκδηλώσεις του ΣΚΑ συνήθως εµφανίζονται ανάµεσα στη 18η και 24η  εβδοµάδα της 
κύησης. Η ανάπτυξη του ΣΚΑ είναι σταδιακή. Συνήθως είναι τρίτου βαθµού, ο οποίος 
είναι πλήρης, µη αντιστρεπτός, κολποκοιλιακός αποκλεισµός και εµφανίζει υψηλά 
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ποσοστά νοσηρότητας και θνησιµότητας (20-30%) (129, 130). Η πλειονότητα των 
νεογνών µε ΣΚΑ χρειάζεται τοποθέτηση µόνιµου βηµατοδότη (131, 132). Η παθογένεια 
του ΣΚΑ δεν είναι πλήρως ξεκαθαρισµένη, αλλά γενικά θεωρείται ότι είναι µια σταδιακή 
διαδικασία που µεσολαβείται από τα µητρικά αυτοαντισώµατα. Υπάρχουν δύο 
επικρατείς θεωρίες για το ρόλο των µητρικών αυτοαντισωµάτων στην ανάπτυξη του 
κολποκοιλιακού αποκλεισµού στο έµβρυο. Σύµφωνα µε την πρώτη, τα µητρικά 
αυτοαντισώµατα αντιδρούν διασταυρούµενα µε τα κανάλια ασβεστίου L-τύπου στα 
µυοκαρδιακά κύτταρα του εµβρύου (µοριακή µίµηση) και προκαλούν απορύθµιση της 
οµοιόστασης του ασβεστίου, οδηγώντας τα κύτταρα σε απόπτωση (133). Η άλλη 
υπόθεση υποστηρίζει πως κατά τη απόπτωση κυττάρων του µυοκαρδίου, η οποία 
συµβαίνει στα πλαίσια της αναδόµησης του καρδιακού ιστού, τα ενδοκυττάρια 
αυτοαντιγόνα Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB µετατοπίζονται στην 
επιφάνεια των αποπτωτικών κυττάρων. Εκεί αναγνωρίζονται και δεσµεύονται από τα 
µητρικά αυτοαντισώµατα (134) καταλήγοντας στην οψωνινοποίηση των εµβρυικών 
µυοκαρδιακών αποπτωτικών κυττάρων. Αυτό οδηγεί σε µία προφλεγµονώδη/προϊνωτική 
απόκριση µεσολαβούµενη από µακροφάγα που καταλήγει σε ιστική βλάβη (Σχήµα 11) 
(135). Τελευταίες µελέτες υποδηλώνουν ότι η ύπαρξη χαµηλών τίτλων αντί-Ro/SSA  
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Σχήµα 11. Ένα µοντέλο δύο βηµάτων για την ανάπτυξη ΣΚΑ. Αυτοαντισώµατα της µητέρας µεταφέρονται 
στο έµβρυο µέσω του πλακούντα κατά τη διάρκεια της κύησης. Στο πρώτο βήµα, αντισώµατα έναντι της 
Ro52/TRIM21 αναγνωρίζουν µε διασταυρούµενη αντίδραση ένα µόριο σε  εµβρυϊκά καρδιακά κύτταρα, το 
οποίο συµµετέχει στη ρύθµιση των επιπέδων ασβεστίου. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα διαταραχές της 
αγωγιµότητας της καρδιάς, οι οποίες συνιστούν τον κολποκοιλιακό αποκλεισµό 1
ου
 βαθµού. Η 
παρατεταµένη διατάραξη της οµοιόστασης του ασβεστίου µπορεί να οδηγήσει σε αύξηση της απόπτωσης 
στην εµβρυϊκή καρδιά και σε επακόλουθη έκθεση/παρουσίαση των αυτοαντιγόνων Ro52/TRIM21, 
Ro60/TROVE2 και La/SSB σε κυκλοφορούντα µητρικά αυτοαντισώµατα (2). Η εγκόλπωση των 
οψωνινοποιηµένων υπολειµµάτων των αποπτωτικών κυττάρων από µακροφάγα µπορεί εν συνεχεία να 
οδηγήσει στην παραγωγή προφλεγµονωδών και προϊνωτικών κυτταροκινών. Αυτές, σε συνδυασµό µε τις 
εναποθέσεις ανοσοσυµπλεγµάτων και τη στρατολόγηση συστατικών του συµπληρώµατος, προκαλούν µία 
εµµένουσα φλεγµονώδη απόκριση στην καρδιά του εµβρύου, και τελικά, µόνιµη βλάβη και πλήρη 
κολποκοιλιακό αποκλεισµό. Προσαρµοσµένο από Ambrosi et al., Arthritis Res Ther, 2012. 
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αυτοαντισωµάτων στη µητέρα δεν είναι ικανή να προκαλέσει κολποκοιλιακό 
αποκλεισµό. Για την εµφάνιση καρδιακών επιπλοκών απαιτείται υψηλός τίτλος αντί-
Ro/SSA αυτοαντισωµάτων (136). Ένας παράγοντας που αυξάνει τον κίνδυνο εµφάνισης 
ΣΚΑ κατά 5% σε σχέση µε τις µητέρες που έχουν αντί-Ro/SSA αυτοαντισώµατα, είναι η 
ταυτόχρονη ύπαρξη αυτοαντισωµάτων έναντι της πρωτεΐνης La/SSB (137). Επιπλέον, 
εάν υπάρχει προηγούµενη κύηση εµβρύου µε ΣΚΑ, το ποσοστό επανεµφάνισής της 
διαταραχής σε επόµενη κύηση αυξάνεται στο 17%. Από τα παραπάνω, καθίσταται σαφές 
ότι τα µητρικά αυτοαντισώµατα κατά των µορίων Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 ή 
La/SSB έχουν σαφή παθογενετικό ρόλο στο ΣΚΑ. Τα χαµηλά ποσοστά του ΣΚΑ (2%) 
στις κυήσεις µητέρων θετικών για  αντί-Ro/SSA αυτοαντισώµατα που κυοφορούν για 
πρώτη φορά ή έχουν προηγούµενη γέννηση υγιούς βρέφους (138) υπονοούν ότι και 
άλλοι µηχανισµοί λαµβάνουν µέρος. Την τελευταία δεκαετία έχει αναφερθεί η συσχέτιση 
συγκεκριµένων γενετικών πολυµορφισµών µε τη νόσο (139, 140), ενώ έχουν προκύψει 
δεδοµένα που υπονοούν την ύπαρξη επιπρόσθετων ρυθµιστικών µηχανισµών για την 
προστασία των εµβρύων από τη δράση των µητρικών αυτοαντισωµάτων 
∆ίκτυο ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών (Ιδ/αντί-Ιδ) αντισωµάτων 
Πρόσφατα, προτάθηκε ότι η δηµιουργία ενός δικτύου ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών 
(Ιδ/αντί-Ιδ) αντισωµάτων σε µητρικούς ορούς µπορεί να «αδρανοποιεί» τη δράση των 
παθογενετικών µητρικών αυτοαντισωµάτων (141). Η θεωρία της δηµιουργίας δικτύου 
Ιδ/αντί-Ιδ αντισωµάτων προτάθηκε από τον βραβευµένο µε Νόµπελ ανοσολόγο Niels 
Jerne τη δεκαετία του 1970 (142). Ο Jerne πρότεινε ότι τα αντισώµατα µπορούν να 
δράσουν σαν αντιγόνα προάγοντας την παραγωγή αντισωµάτων που θα στρέφονται 
έναντι των περιοχών δέσµευσης του αντιγόνου των αρχικών αντισωµάτων. Τα τελευταία 
αντισώµατα ονοµάστηκαν «αντί-ιδιοτυπικά αντισώµατα» («ιδιότυποι» καλούνται οι  
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περιοχές δέσµευσης αντιγόνου ενός αντισώµατος) (Σχήµα 12).  
Σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία, υπό φυσιολογικές συνθήκες, αναπτύσσεται µία ισορροπία 
στο ποσοστό των κυκλοφορούντων Ιδ και αντί-Ιδ αντισωµάτων, η οποία καταλήγει στην 
αδρανοποίηση των Ιδ αυτοαντισωµάτων από τα αντί-Ιδ και στην ελάττωση των χυµικών 
αυτοάνοσων αποκρίσεων. Η ύπαρξη αντί-Ιδ αντισωµάτων έναντι αυτοαντισωµάτων έχει 
αποδειχθεί στο ΣΕΛ (143) για τα αντί-dsDNA και στο σύνδροµο Sjögren (144) για τα 
αντί-La/SSB αυτοαντισώµατα (145-148). Ειδικότερα για το σύνδροµο Sjögren, µελέτες 
που διεξήχθησαν κατά την τελευταία δεκαετία µε τη χρήση συµπληρωµατικών πεπτιδίων 
Σχήµα 12. Η ανοσοποίηση ζωικών προτύπων µε ένα πεπτίδιο ενός επίτοπου οδηγεί στην 
παραγωγή τόσο ιδιοτυπικών αντισωµάτων έναντι του επίτοπου όσο και στην συνεπακόλουθη 
ανάπτυξη αντι-ιδιοτυπικών αντισωµάτων τα οποία στρέφονται έναντι των αρχικών αντισωµάτων. 
Αντίστοιχα, η ανοσοποίηση ζωικών προτύπων µε τα συµπληρωµατικό πεπτίδιο του επίτοπου 
οδηγεί επίσης στην παραγωγή αντι-ιδιοτυπικών όσο και ιδιοτυπικών, για τον αρχικό επίτοπο, 
αντισωµάτων. 
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έναντι του κύριου επιτόπου του αυτοαντιγόνου La/SSB (αµινοξέα 349-364 της 
πρωτεΐνης). Τα συµπληρωµατικά πεπτίδια ενός επιτόπου έχουν την ιδιότητα να 
δεσµεύουν τα αντί-Ιδ αντισώµατα των Ιδ που στρέφονται έναντι του αρχικού επίτοπου, 
κι εποµένως είναι χρήσιµα εργαλεία για τη µελέτη του δικτύου Ιδ/αντί-Ιδ αντισωµάτων 
(145, 146). Υπό αυτή την έννοια, τα συµπληρωµατικά πεπτίδια του κύριου επίτοπου του 
αυτοαντιγόνου La/SSB θα δεσµεύουν τα αντίστοιχα αντί-Ιδ αντισώµατα. Οι µελέτες 
αυτές έδειξαν ότι: α) σε ορούς ασθενών µε σύνδροµο Sjögren υπάρχει ένα ενεργό δίκτυο 
Ιδ/αντί-Ιδ αντισωµάτων της La/SSB (144), β) η ανοσοποίηση ζωικών προτύπων µε τον 
κύριο επίτοπο της La/SSB ή µε τα συµπληρωµατικά του πεπτίδια προκαλεί την 
παραγωγή τόσο Ιδ όσο και αντί-Ιδ αντισωµάτων (147, 148), και γ) η ανίχνευση ενός 
σηµαντικού ποσοστού αντισωµάτων έναντι του κύριου επίτοπου της La/SSB δεν είναι 
δυνατή µε τις συµβατικές ανοσολογικές µεθόδους καθώς οι θέσεις δέσµευσής τους 
καλύπτονται από τα αντί-Ιδ αντισώµατα (144). Επίσης, φαίνεται ότι και στο ΣΝΛ ειδικά 
αντί-Ιδ αντισώµατα δηµιουργούν δίκτυο µε τα αντίστοιχα Ιδ µητρικά αυτοαντισώµατα, 
εξουδετερώνοντας τη δράση τους και τη πρόκληση βλαβών στο έµβρυο. Έτσι, δείχθηκε 
ότι µητέρες θετικές σε αντί-La/SSB αντισώµατα που γέννησαν υγιές παιδί είχαν 
υψηλότερους τίτλους αντί-Ιδ αντισωµάτων, σε σχέση µε τις µητέρες που γέννησαν παιδί 
µε ΣΝΛ. Το εύρηµα αυτό υποδηλώνει ότι τα αντί-Ιδ αντισώµατα δρουν προστατευτικά, 
πιθανά δεσµεύοντας τα παθογενετικά αντί-La/SSB αντισώµατα και παρεµποδίζοντας τη 
διέλευσή τους µέσω του πλακούντα στην εµβρυική κυκλοφορία (141). Επίσης, τα 
στοιχεία αυτά υποδηλώνουν ότι η ταυτοποίηση των τίτλων των αντί-Ιδ αντισωµάτων θα 
µπορούσε να χρησιµοποιηθεί ως προγνωστικό εργαλείο για τη γέννηση παιδιού µε ΣΝΛ. 
Η ανάπτυξη µεθόδων για την πρόβλεψη των «επικίνδυνων» κυήσεων και θεραπευτικών 
µέσων για την αποφυγή του ΣΝΛ, και ιδιαιτέρως του ΣΚΑ, ελκύει το επιστηµονικό 
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ενδιαφέρον. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η χορήγηση ενδοφλέβιας ανοσοσφαιρίνης 
(ΕΦΑΣ) στην πρόληψη (149, 150) και θεραπεία (151, 152) του ΣΚΑ. 
Ενδοφλέβια Ανοσοσφαιρίνη (ΕΦΑΣ) και Τρόποι ∆ράσης  
 Τα ενδοφλέβια χορηγούµενα σκευάσµατα περιέχουν φυσικές, πολυκλωνικές, 
πολυδραστικές ανοσοσφαιρίνες, κυρίως τάξης γ, αλλά και σε µικρό ποσοστό (~1-2%) α 
και µ. Οι ανοσοσφαιρίνες προέρχονται από δεξαµενή ανοσοσφαιρινών από ~10.000 
υγιείς δότες, οι οποίες υπόκεινται σε χηµική ή θερµική κατεργασία για την καταστροφή 
τυχόν επιµολυνόντων παθογόνων, όπως οι ιοί της ηπατίτιδας Β, της ηπατίτιδας C και της 
ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας. Η δεξαµενή αυτή των ανοσοσφαιρινών καλείται 
“φυσικά αντισώµατα”, καθώς παράγονται απουσία ξένων αντιγόνων ή εσκεµµένης 
ανοσοποίησης των δοτών (153). Η ΕΦΑΣ αρχικά χρησιµοποιήθηκε αποκλειστικά σε 
ασθενείς µε πρωτοπαθείς ανοσοανεπάρκειες ως θεραπεία αναπλήρωσης αντισωµάτων 
(154). Στη συνέχεια, λόγω της ανοσοτροποποιητικής της δράσης χορηγήθηκε σε 
διάφορες αυτοάνοσες διαταραχές (155), µε κυριότερη την αυτοάνοση θροµβοπενία όπου 
τα ποσοστά απόκρισης στη θεραπεία αγγίζουν το 75%. Από την πλειάδα των 
θεωρούµενων µηχανισµών δράσης της ΕΦΑΣ (156-158), δύο υπονοούν ότι θα µπορούσε 
να έχει προφυλακτική δράση για την αποτροπή του ΣΚΑ. Ο πρώτος αφορά στον 
κορεσµό των νεογνικών υποδοχέων του σταθερού τµήµατος των γ- ανοσοσφαιρινών 
(FcγRn) που εντοπίζονται στον πλακούντα και βοηθούν στη µεταφορά των γ-
ανοσοσφαιρινών από τη µητέρα στο αναπτυσσόµενο έµβρυο. Επιπλέον, αναστέλλουν 
τον καταβολισµό των γ-ανοσοσφαιρινών που είναι δεσµευµένες σε αυτούς. Εποµένως, ο 
κορεσµός του συγκεκριµένου υποδοχέα από τις ανοσοσφαιρίνες της χορηγούµενης 
ΕΦΑΣ, θα µπορούσε να εµποδίζει τη µεταφορά των παθογενετικών µητρικών αντί-
Ro52/TRIM21, αντί-Ro60/TROVE2 και αντί-La/SSB αυτοαντισωµάτων µέσω του 
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πλακούντα στους ιστούς του εµβρύου ή/και να προκαλεί τον αυξηµένο καταβολισµό 
τους, αφού δεν θα είναι δεσµευµένες σε αυτούς (159, 160). Ο δεύτερος µηχανισµός 
δράσης αφορά στην προαγωγή των αντιφλεγµονωδών αποκρίσεων µέσω της αύξησης της 
έκφρασης του ανασταλτικού υποδοχέα του σταθερού τµήµατος των γ- ανοσοσφαιρινών 
ΙΙΒ (FcγRΙΙΒ) στα µακροφάγα (161, 162).  
Σε αυτό το πλαίσιο, έγιναν δύο µεγάλες, παράλληλες, πολυκεντρικές, προοπτικές 
µελέτες, µία στις Ηνωµένες Πολιτείες της Αµερικής (149) και µία στην Ευρώπη (150), 
της δράσης της ΕΦΑΣ στην αντιµετώπιση του ΣΚΑ. Για το σκοπό αυτό χορηγήθηκαν 
µικρές δόσεις ΕΦΑΣ (400mg/kg σώµατος) σε µητέρες θετικές για αντί-Ro/SSA 
αντισώµατα και προηγούµενη γέννηση παιδιού µε ΣΝΛ ανά τρεις εβδοµάδες, από την 
12η έως την 24η εβδοµάδα κύησης. Τα αποτελέσµατα δεν ήταν ενθαρρυντικά, 
αναφέρθηκε  επανεµφάνιση προχωρηµένου κολποκοιλιακού αποκλεισµού  (2ου ή 3ου 
βαθµού) στο 18% του πληθυσµού (3 από τις 18 µητέρες στις ΗΠΑ και 3 από τις 15 στην 
Ευρώπη). Ένα πιθανό αίτιο για την αποτυχία προφυλακτικής δράσης της ΕΦΑΣ 
θεωρήθηκε η χαµηλή δόση στην οποία χορηγήθηκε, η οποία ήταν στο εύρος της δόσης 
της θεραπείας αναπλήρωσης αντισωµάτων (300-500 mg/kg σώµατος), ενώ προτάθηκε 
ότι έπρεπε να δοθεί στις δόσεις που ευοδώνουν την αντιφλεγµονώδη δράση της (1-3 g/kg 
σώµατος). 
Σύνδροµο Sjögren 
To σύνδροµο Sjögren είναι µια χρόνια αυτοάνοση νόσος που προσβάλλει κυρίως 
γυναίκες (αναλογία γυναικών/ανδρών: 9/1) µέσης ηλικίας. Ανευρίσκεται στο 0.1-4.8% 
του πληθυσµού (163). Η νόσος χαρακτηρίζεται από ένα ευρύ φάσµα κλινικών 
εκδηλώσεων που εκτείνονται από οργανοειδικές, όπως η βλάβη των εξωκρινών αδένων, 
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σε συστηµατικές και νεοπλασία. Ο κύριος στόχος των αυτοάνοσων αποκρίσεων είναι οι 
εξωκρινείς αδένες, κυρίως οι σιελογόνοι και οι δακρυϊκοί, µε αποτέλεσµα τα 
συνηθέστερα συµπτώµατα να είναι η ξηροστοµία και ξηροφθαλµία. Η δυσλειτουργία 
των εξωκρινών αδένων σχετίζεται µε την ανάπτυξη περιεπιθηλιακών λεµφοκυτταρικών 
διηθήσεων. Οι εξωαδενικές εκδηλώσεις του συνδρόµου µπορούν αδρά να καταταχθούν 
σε δύο κατηγορίες, αυτές που σχετίζονται µε βλάβες παρεγχυµατικών οργάνων 
(πνεύµονες, ήπαρ, νεφρά) και αυτές που οφείλονται σε εναπόθεση ανοσοσυµπλεγµάτων 
ή/και αγγειιτιδική συµµετοχή (πορφύρα, περιφερική νευρίτιδα, σπειραµατονεφρίτιδα) 
(10). Το σύνδροµο Sjögren εµφανίζεται είτε ως πρωτοπαθές, χωρίς άλλο υποκείµενο 
αυτοάνοσο νόσηµα, είτε ως δευτεροπαθές, σε συνδυασµό µε άλλες αυτοάνοσες νόσους, 
όπως ο ΣΕΛ, η ρευµατοειδής αρθρίτιδα και η συστηµατική σκλήρυνση. Γενικώς, 
θεωρείται ως καλοήθης νόσος µε ήπια εξέλιξη, εκτός συγκεκριµένων περιπτώσεων όπου 
ο ασθενής παρουσιάζει σοβαρή συστηµατική νόσο ή/και δυσµενείς προγνωστικούς 
δείκτες για την ανάπτυξη λεµφώµατος. Οι τελευταίοι είναι είτε κλινικοί (ύπαρξη 
ψηλαφητής πορφύρας, εµµένουσα διόγκωση των σιελογόνων αδένων, λεµφαδενοπάθεια, 
σπληνοµεγαλία) ή ορολογικοί (χαµηλά επίπεδα του συστατικού C4 του συµπληρώµατος, 
κρυοσφαιριναιµία, ουδετεροπενία) (164, 165). Η πιο συχνή µορφή λεµφώµατος στο 
σύνδροµο Sjögren είναι το Β-κυτταρικό ΜΑLT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue: 
λεµφικός ιστός που σχετίζεται µε τους βλεννογόνους) λέµφωµα. Η επίπτωση του είναι 
περίπου 5%, ποσοστό που αυξάνει µε το χρόνο παρακολούθησης, ενώ µαζί µε τη 
σπειραµατονεφρίτιδα αποτελούν τις κύριες αιτίες της αύξησης της θνητότητας του 
συνδρόµου (166).  
Εκτός από την ανάπτυξη λεµφοκυτταρικών διηθήσεων στα προσβεβληµένα όργανα, το 
σύνδροµο χαρακτηρίζεται από υπερδραστηριότητα των Β κυττάρων, όπως υποδηλώνεται 
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από την παρουσία υπεργαµµασφαιριναιµίας, καθώς και πληθώρας αυτοαντισωµάτων 
στον ορό των ασθενών. Μέχρι σήµερα δεν έχει αποδειχθεί άµεσος παθογενετικός ρόλος 
των αυτοαντισωµάτων στο σύνδροµο Sjögren. Τα αυτοαντισώµατα έναντι των 
ριβονουκλεοπρωτεϊνών Ro52/TRIM21,  Ro60/TROVE2 και La/SSB κατέχουν εξέχοντα 
διαγνωστικό ρόλο. Τα κυριότερα αυτοαντισώµατα που συναντώνται στο σύνδροµο, η 
επικράτησή τους στους ασθενείς, καθώς και οι κύριες κλινικές συσχετίσεις αυτών 
παρουσιάζονται στους Πίνακες 1 και 2. 
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Πίνακας 1. Κύρια αυτοαντισώµατα στο σύνδροµο Sjögren   
Αυτοαντισώµατα  Συχνότητα Εµφάνισης (%) 
αντί-Ro52/TRIM21  66.7 
αντί-Ro60/TROVE2 52.1 
αντί-La/SSB 49 
αντί-U1RNP 2 
Ρευµατοειδής Παράγων  36-74 
Κρυοσφαιρίνες  9-15 
αντί-Κεντροµεριδίου (ACA) 4-17 
αντί-Mιτοχονδριακά (AMA) 1.7-27 
αντί-Λείων µυών 30 
αντί-κυκλικών κιτρουλλινοποιηµένων πεπτιδίων 
 (αντί-CCP) 
3-10 
αντί-Καλρετικουλίνης  20 
αντί-Μουσκαρινικού υποδοχέα 3 11 
αντί-καρβονικής ανυδράσης 12.5-20.8 
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Πίνακας 2. Συσχέτιση των αυτοαντισωµάτων µε κλινικά χαρακτηριστικά στο σύνδροµο Sjögren  
Αυτοαντισώµατα Κλινικές συσχετίσεις 
αντί-Ro52/TRIM21  
αντί-Ro60/TROVE2 
αντί-La/SSB 
• νεότερη ηλικία κατά τη διάγνωση και µεγαλύτερη διάρκεια 
νόσου  
• υπολειτουργία εξωκρινών αδένων που επικυρώνεται από 
λειτουργικές δοκιµασίες 
• σοβαρή διήθηση των σιελογόνων αδένων 
• διόγκωση των σιελογόνων αδένων  
• εξωαδενικές εκδηλώσεις 
• υπεργαµµασφαιριναιµία, κρυοσφαιριναιµία 
• Νεογνικός Λύκος-ΣΚΑ 
αντί-U1RNP    σύνδροµο Sjögren επικαλυπτόµενο µε ΜΝΣΙ 
Ρευµατοειδής Παράγων 
• νεότερη ηλικία κατά τη διάγνωση 
• εξωαδενικές εκδηλώσεις 
Κρυοσφαιρίνες 
• νεότερη ηλικία κατά τη διάγνωση   
• διόγκωση των σιελογόνων αδένων    
• εξωαδενικές εκδηλώσεις  
• MALT λέµφωµα  
• Χαµηλό συµπλήρωµα 
• υπεργαµµασφαιριναιµία  
αντί-Κεντροµεριδίου (ACA) 
• σύνδροµο Sjögren επικαλυπτόµενο µε συστηµατική σκλήρυνση 
• Ήπια νόσος 
• Αρνητική συσχέτιση αντί-Ro/SSA, αντί-La/SSB αντισώµατα 
αντί-Mιτοχονδριακά (AMA) Πρωτοπαθής χολική κίρρωση 
αντί-Λείων µυών Αυτοάνοση Ηπατίτιδα  
αντί-κυκλικών κιτρουλλινοποιηµένων 
πεπτιδίων (αντί-CCP) 
Αρθρικές εκδηλώσεις  
αντί-Μουσκαρινικού υποδοχέα 3 Συµπτώµατα ξηρότητας 
αντί-καρβονικής ανυδράσης Νεφρική σωληναριακή οξέωση  
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Το κύριο όργανο-στόχος των αυτοάνοσων αποκρίσεων στο σύνδροµο Sjögren είναι οι  
των επικουρικοί σιελογόνοι αδένες, η βιοψική εξέταση των οποίων έχει υψηλή 
διαγνωστική αξία. Η ευκολία λήψης του οργάνου-στόχου των αυτοάνοσων αποκρίσεων 
σε συνδυασµό µε τα κλινικά χαρακτηριστικά καθιστούν το σύνδροµο Sjögren ως ιδανικό 
µοντέλο για την µελέτη της οργανο-ειδικής και συστηµατικής αυτοανοσίας, αλλά και της 
ανάπτυξης των αποκρίσεων έναντι των αυτοαντιγόνων και το µετασχηµατισµό σε 
νεοπλασία.  
Αιτιοπαθογένεια. Αν και τις τελευταίες δεκαετίες αρκετοί παθογενετικοί µηχανισµοί 
έχουν αποκαλυφθεί, η αιτιοπαθογένεια της νόσου δεν έχει διαλευκανθεί πλήρως. Όπως 
και στα υπόλοιπα αυτοάνοσα νοσήµατα γενετικοί, περιβαλλοντικοί, ορµονικοί και 
ψυχολογικοί παράγοντες έχουν ενοχοποιηθεί. Ο σηµαντικός ρόλος του γενετικού 
υπόβαθρου καταδεικνύεται από µελέτες σε οικογένειες ασθενών µε σύνδροµο Sjögren 
που δείχνουν µεγαλύτερη επίπτωση του συνδρόµου και επικράτηση των ορολογικών 
χαρακτηριστικών του µεταξύ των µελών της οικογένειας συγκριτικά µε µάρτυρες 
κανονικοποιηµένους ως προς το φύλο και την ηλικία (10). Ακόµα, έχουν εντοπιστεί 
πολυµορφισµοί σε διάφορα γονίδια µε κυριότερα αυτά που κωδικοποιούν για τα µόρια 
του ΜΣΙ, HLA-B8, HLA-DW3 και HLA-DR3 (167, 168), µεταγραφικούς παράγοντες 
που σχετίζονται µε την παραγωγή και τη σηµατοδότηση των ιντερφερονών τύπου Ι και 
ΙΙ, όπως τα IRF5 και STAT4, οι οποίες έχουν συσχετιστεί µε αυξηµένα ποσοστά 
εµφάνισης του συνδρόµου Sjögren (169-172).  
Είναι ευρέως αποδεκτό ότι περιβαλλοντικοί παράγοντες, και κυρίως κάποια ιική 
µόλυνση, συµµετέχουν στην παθογένεια του συνδρόµου. Ιικές λοιµώξεις από 
συγκεκριµένους ιούς, όπως ο ιός της ηπατίτιδας C και της ανθρώπινης 
ανοσοανεπάρκειας, συσχετίζονται µε την ανάπτυξη σιαλαδενίτιδας που προσοµοιάζει 
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στο σύνδροµο Sjögren, αλλά δεν χαρακτηρίζεται από την παραγωγή αυτοαντισωµάτων.  
Κατά καιρούς διάφοροι ιοί, µεταξύ των οποίων ο ιός Epstein-Barr, ο κυτταροµεγαλοϊός 
(CMV), ο ανθρώπινος ερπητοϊός 6 (HHV6) και 8 (HHV8), ο Τ λεµφοτρόπος ιός 1 
(HTLV-1) και εντεροϊικές αλληλουχίες από ιούς Coxsackie έχουν ενοχοποιηθεί. Η 
υπερπαραγωγή ιντερφερονών τύπου Ι και ΙΙ στους προσβεβληµένους σιελογόνους αδένες 
και στην περιφέρεια των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren, κάτι που περιγράφεται ως 
«σφραγίδα ιντερφερόνης» (interferon signature) (64, 173), πλέον υποστηρίζει την 
συµµετοχή κάποιας ιικής µόλυνσης.  
Η ισχυρά συχνότερη εµφάνιση του συνδρόµου σε γυναίκες, καθώς και η συχνή ανάπτυξή 
του µετά την εµµηνόπαυση συνηγορούν στην εµπλοκή ορµονικών παραγόντων στην 
αιτιοπαθογένειά του. Επιπλέον, η συµµετοχή των ορµονών του φύλου στη παθογένεια 
του συνδρόµου υποστηρίζεται από πληθώρα µελετών. Έτσι, έχουν βρεθεί χαµηλότερα 
ποσοστά δεϋδροεπιανδροστερόνης σε ιστούς σιελογόνων αδένων από ασθενείς µε 
σύνδροµο Sjögren σε σχέση µε µάρτυρες (174), ενώ η έλλειψη υποδοχέων οιστρογόνων 
σε ποντίκια τα προστατεύει από το να εµφανίσουν φαινότυπο που προσοµοιάζει στο 
σύνδροµο Sjögren (175).  
Τέλος, όσον αφορά στη συµβολή του ψυχολογικού παράγοντα, έχει δειχθεί ότι οι 
ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren σε αρµονία µε δεδοµένα που είναι γνωστά για άλλα 
αυτοάνοσα νοσήµατα, είχαν αντιµετωπίσει τουλάχιστον ένα δυσµενές, έντονα αγχωτικό 
γεγονός πριν την έναρξη της νόσου (176). 
Η ιστοπαθολογική βλάβη και ο ρόλος του επιθηλίου στην έναρξη και διαιώνιση των 
αυτοάνοσων αποκρίσεων. Όπως προαναφέρθηκε, η δυσλειτουργία των 
προσβεβληµένων οργάνων στο σύνδροµο Sjögren σχετίζεται µε την ανάπτυξη 
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περιεπιθηλιακών λεµφοκυτταρικών διηθήσεων ποικίλου βαθµού. Η σύσταση των 
διηθούντων λεµφοκυτταρικών πληθυσµών ποικίλει ανάλογα µε το βαθµό της διήθησης. 
Γενικά, οι φλεγµονώδεις διηθήσεις των σιελογόνων αδένων των ασθενών µε σύνδροµο 
Sjögren αποτελούνται κυρίως από Τ και B κύτταρα. Σε ήπιες διηθήσεις επικρατούν τα T 
κύτταρα, ενώ στις σοβαρές τα B κύτταρα. Ο επικρατής Τ κυτταρικός υποπληθυσµός 
είναι τα CD4+ T-κύτταρα, των οποίων το ποσοστό µεταβάλλεται αντιστρόφως ανάλογα 
από τη σοβαρότητα των διηθήσεων, σε αντίθεση µε τα CD8+ T κύτταρα τα οποία 
παραµένουν αµετάβλητα (177-180). Επιπλέον, µεταξύ των διηθούντων µονοπύρηνων 
κυττάρων υπάρχουν µακροφάγα, δενδριτικά κύτταρα και NK-κύτταρα, η συχνότητα των 
οποίων συσχετίζεται µε τη σοβαρότητα των βλαβών (178, 180-182). Πληθώρα 
κυτταροκινών, συµπεριλαµβανοµένων ιντερφερονών τύπου Ι και ΙΙ και διαφόρων 
ιντερλευκινών, όπως η ιντερλεύκινες 12, 17 και 18, έχει περιγραφεί στις φλεγµονώδεις 
βλάβες των σιελογόνων αδένων των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren (10). Στην 
πλειονότητα των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren, οι λεµφοκυτταρικές διηθήσεις στους 
σιελογόνους αδένες είναι πλήρως σχηµατισµένες κατά τη διάγνωση, ενώ το µέγεθος και 
η σύσταση τους δεν αλλάζουν µε τη πάροδο του χρόνου. Εξαίρεση αποτελεί η ανάπτυξη 
MALT-λεµφώµατος σε ασθενείς µε δυσµενείς ορολογικούς δείκτες (183). Η διατήρηση 
της φλεγµονής υπονοεί ότι οι µηχανισµοί που πυροδοτούν και διατηρούν τις αυτοάνοσες 
αποκρίσεις στους σιελογόνους αδένες των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren παραµένουν 
ενεργοί και σταθεροί. Παρά τις έντονες µελέτες, οι µηχανισµοί αυτοί δεν έχουν 
αποκαλυφθεί. Θεωρείται, όµως, πλέον γενικώς αποδεκτό, ότι τα επιθήλια που είναι ο 
φλεγµένων ιστός στο σύνδροµο Sjögren παίζουν κεντρικό ρόλο στην προσέλκυση και 
διαιώνιση των φλεγµονωδών κυττάρων στα προσβεβληµένα όργανα. Μελέτες της 
τελευταίας εικοσαετίας, επιβεβαίωσαν τον κεντρικό ρόλο των επιθηλιακών κυττάρων 
στην ενορχήστρωση και διατήρηση των αυτοάνοσων αποκρίσεων του συνδρόµου 
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Sjögren, όπως θα αναλυθεί παρακάτω, υποστηρίζοντας τη µετονοµασία του συνδρόµου 
σε αυτοάνοση επιθηλιίτιδα (184).  
Η δυσλειτουργία των οργάνων στις αδενικές και εξωαδενικές (σε παρεγχυµατικά 
όργανα) εκδηλώσεις στο σύνδροµο Sjögren συνδέονται µε την ανάπτυξη 
περιεπιθηλιακών λεµφοκυτταρικών διηθήσεων. Συχνά µάλιστα παρατηρήθηκε ότι τα 
ανοσοκύτταρα ήταν σε άµεση γειτνίαση και συχνά διαπερνούσαν τις επιθηλιακές δοµές, 
υποδηλώνοντας κάποιο είδους «επικοινωνίας» των διηθούντων ανοσοκυττάρων µε τα 
επιθηλιακά κύτταρα (184). Ακόλουθες ανοσοϊστοχηµικές µελέτες έδειξαν ότι τα 
επιθηλιακά κύτταρα των σιελογόνων αδένων των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren 
εξέφραζαν πλήθος ανοσοδραστικών µορίων, συµπεριλαµβανοµένων µορίων του ΜΣΙ, 
συνδιεγερτικών µορίων της οικογενείας B7 και CD40, µορίων προσκόλλησης (ICAM-
1/CD54, VCAM/CD106, E-selectin), αυτοαντιγόνων Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και 
La/SSB, υποδοχέων της φυσικής ανοσίας, καθώς και διαφόρων κυτταροκινών και 
χηµειοκινών που συµµετέχουν στη στρατολόγηση, την επιβίωση και τη διαφοροποίηση 
των ανοσοκυττάρων που διηθούν τον ιστό και στο σχηµατισµό έκτοπων βλαστικών 
κέντρων (182, 185-200). Η µακρόχρονη καλλιέργεια µη νεοπλασµατικών επιθηλιακών 
κυττάρων σιελογόνων αδένων (ΕΚΣΑ) από ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren και µάρτυρες 
σε ένα σύστηµα όπου απουσιάζει η επίδραση των ανοσοκυττάρων και του φλεγµονώδους 
ιστικού µικροπεριβάλλοντος (201), κατέδειξε ότι τα ΕΚΣΑ των ασθενών εκφράζουν 
συστατικά όλα τα παραπάνω ανοσοδραστικά µόρια και µάλιστα σε σηµαντικά 
υψηλότερα επίπεδα από τα ΕΚΣΑ των µαρτύρων (185, 189, 194, 197, 202-206). Το 
γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι τα ΕΚΣΑ µπορούν να επικοινωνούν µε τα ανοσοκύτταρα 
και να ρυθµίζουν την προσέλκυση, ενεργοποίηση και διαφοροποίησή τους. Επιπλέον, το 
µικροπεριβάλλον του ιστού θα µπορούσε να επηρεάσει περαιτέρω την έκφραση  των 
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παραπάνω µορίων, όπως αποδεικνύεται από την εξωγενή χορήγηση κυτταροκινών ή 
διεγέρτες των υποδοχέων της φυσικής ανοσίας σε ΕΚΣΑ (10, 207, 208). Η υψηλή 
έκφραση των ανοσοδραστικών µορίων στα ΕΚΣΑ των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren 
υποδεικνύει τη λειτουργία µηχανισµών ενδογενούς ενεργοποίησης σε αυτά, όπως 
περιγράφεται στην ανασκόπηση (208). Αν και οι µηχανισµοί αυτοί δεν είναι γνωστοί, η 
επιθηλιακή ενεργοποίηση θα µπορούσε να αποδοθεί σε µόνιµη ιική µόλυνση (208). 
Επιπλέον, τα ΕΚΣΑ φαίνεται ότι είναι κατάλληλα εξοπλισµένα για να µεσολαβούν στην 
παρουσίαση των ενδοκυττάριων αυτοαντιγόνων στο ανοσοποιητικό σύστηµα, µέσω 
απόπτωσης και απελευθέρωσης αποπτωτικών σωµατίων εµπλουτισµένων σε 
αυτοαντιγόνα (209, 210) ή έκκρισης εξωσωµατίων (exosomes) που περιέχουν 
αυτοαντιγόνα (211). Αυξηµένος αποπτωτικός θάνατος των επιθηλιακών κυττάρων έχει 
ανιχνευθεί στους σιελογόνους αδένες των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren (212), ενώ τα 
καλλιεργηµένα ΕΚΣΑ των ασθενών εκφράζουν υψηλά ποσοστά λειτουργικών µορίων 
που σχετίζονται µε αποπτωτικές διεργασίες, όπως τα Fas και ο συνδέτης του Fas-Ligand 
(213, 214). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η ισχυρή επιφανειακή έκφραση από τα 
ΕΚΣΑ λειτουργικών υποδοχέων TLR3, η σηµατοδότηση µέσω των οποίων οδηγεί στον 
αποπτωτικό θάνατο των επιθηλιακών κυττάρων µέσω ανοικίας (απόπτωσης που 
οφείλεται στην αποκόλληση των κυττάρων από το υπόστρωµα) (215), υποδηλώνοντας τη 
συµµετοχή του µονοπατιού αυτού στην αυξηµένη in-situ απόπτωση των επιθηλίων στο 
σύνδροµο Sjögren. Η έκκριση εξωσωµατίων αποτελεί ένα φυσιολογικό µονοπάτι 
διακυτταρικής επικοινωνίας όλων των τύπων κυττάρων. Τα εξωσωµάτια είναι µικρά 
οργανίδια (30-100 nm) που προέρχονται από τη σύντηξη ενδοσωµάτων ή λυσοσωµάτων 
µε την κυτταρική µεµβράνη και συµµετέχουν στη διακυτταρική επικοινωνία, τη 
µεταφορά ή/και την απόρριψη κυτταρικού υλικού (216). Τα εξωσωµάτια που 
αποµονώθηκαν από τη σίελο ασθενών µε σύνδροµο Sjögren περιείχαν χαρακτηριστικό 
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πρότυπο έκφρασης miRNAs σε σύγκριση µε αυτά της σιέλου υγιών µαρτύρων (217), ενώ 
αυτά που εκκρίνονται από τα καλλιεργηµένα ΕΚΣΑ περιέχουν τα αυτοαντιγόνα 
Ro60/TROVE2, Ro52/TRIM21, La/SSB και Sm (211). Εξωσωµάτια πλούσια σε 
αυτοαντιγόνα παράγονταν εξίσου από ΕΚΣΑ ασθενών µε σύνδροµο Sjögren και 
µαρτύρων, υποδηλώνοντας ότι πρόκειται για φυσιολογική διεργασία που πιθανά 
συµµετέχει στη διατήρηση της αυτοανοχής υπό φυσιολογικές συνθήκες. Ωστόσο, σε 
συνθήκες χρόνιας φλεγµονής, όπως ισχύει στους σιελογόνους αδένες των ασθενών µε 
σύνδροµο Sjögren αυτά θα µπορούσαν να δράσουν ως ανοσογόνα και να παρουσιάζουν 
τα αυτοαντιγόνα στο ανοσοποιητικό σύστηµα. 
Πρόσφατη µελέτη σε ποντίκια κατέδειξε το σηµαντικό ρόλο των ιστικών επιθηλίων στην 
παραγωγή αυτοαντισωµάτων (218). Η µελέτη αυτή έγινε σε ποντίκια από τα οποία έλειπε 
το γονίδιο που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη IκB-ζ. Η πρωτεΐνη αυτή εµπλέκεται στη 
ρύθµιση του µεταγραφικού παράγοντα NF-κB ο οποίος µε τη σειρά του επάγει τη 
µεταγραφή διάφορων προφλεγµονωδών κυτταροκινών, µεταξύ των οποίων και 
ιντερφερόνες. Τα ποντίκια αυτά παρουσίαζαν αυξηµένα επίπεδα απόπτωσης των 
επιθηλιακών κυττάρων των δακρυϊκών τους αδένων κι έναν φλεγµονώδη φαινότυπο που 
οµοιάζει στο σύνδροµο Sjögren, µε δακρυοαδενίτιδα κι εµφάνιση λεµφοκυτταρικών 
διηθήσεων στον ιστό. Επιπρόσθετα, υπήρχε παραγωγή αντί-Ro/Α και αντί-La/SSB 
αυτοαντισωµάτων, παρουσιάζοντας µε αυτό τον τρόπο µία in vivo θεώρηση του πώς 
µπορεί η απόπτωση των επιθηλιακών κυττάρων να εκκινήσει την τοπική φλεγµονή, την 
προσέλκυση λεµφοκυττάρων στον ιστό και την παραγωγή αυτοαντισωµάτων που 
χαρακτηρίζουν το σύνδροµο Sjögren.    
Οι προσβεβληµένοι σιελογόνοι αδένες είναι περιοχές παραγωγής αυτοαντισωµάτων. 
Η ύπαρξη έντονα φλεγµονωδών διεργασιών στους εξωκρινείς αδένες ασθενών µε 
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σύνδροµο Sjögren µαζί µε τη δράση των επιθηλιακών κυττάρων σαν µη επαγγελµατικά 
ΑΠΚ in situ οδήγησαν στη θεωρία ότι οι σιελογόνοι αδένες θα µπορούσαν να είναι 
περιοχές αντιγονοπαρουσίασης και, εποµένως, θέσεις έναρξης και διαιώνισης των 
αυτοάνοσων αποκρίσεων. Πράγµατι, οι προσβεβληµένοι εξωκρινείς αδένες των ασθενών 
µε σύνδροµο Sjögren φαίνεται να είναι περιοχές παραγωγής αυτοαντισωµάτων, γεγονός 
που υποστηρίζεται από τα ακόλουθα:  
1. Η σίελος των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren περιέχει υψηλές συγκεντρώσεις 
ανοσοσφαιρινών IgG και επιπλέον, αντί-Ro/SSA και αντί-La/SSB 
αυτοαντισωµάτων (219-221). Επιπλέον, η συγκέντρωση των αυτοαντισωµάτων 
αυτών στη σίελο των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren συσχετίσθηκε ισχυρά µε τον 
αριθµό των εστιακών διηθήσεων στον ιστό (220), ενισχύοντας την πεποίθηση της 
ύπαρξης στενής σχέσης µεταξύ της παραγωγής αυτοαντισωµάτων και της τοπικής 
φλεγµονής στους σιελογόνους αδένες.  
2. Οι λεµφοκυτταρικές διηθήσεις των σιελογόνων αδένων στο 25% των ασθενών µε 
σύνδροµο Sjögren οργανώνονται σε δοµές που προσοµοιάζουν σε έκτοπα 
βλαστικά κέντρα (181, 222, 223). Αυτές εµφανίζουν παρόµοια οργάνωση µε αυτή 
των βλαστικών κέντρων που υπάρχουν σε δευτερογενή λεµφικά όργανα, µε τα Β 
κύτταρα και τα θυλακιώδη δενδριτικά κύτταρα να ανευρίσκονται κεντρικά και τα 
Τ κύτταρα στην περιφέρεια (181).  
3. Μεγάλος αριθµός διηθούντων πλασµατοκυττάρων που παράγουν αντί-
Ro52/TRIM21, αντί-Ro60/TROVE2 και αντί-La/SSB αυτοαντισώµατα 
παρατηρείται στις φλεγµονώδεις βλάβες των σιελογόνων αδένων των ασθενών µε 
σύνδροµο Sjögren (199, 224).  
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4. Η απόπτωση των επιθηλιακών κυττάρων οδηγεί στη µετατόπιση των πυρηνικών 
αυτοαντιγόνων Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB στο κυτταρόπλασµα 
και την κυτταρική µεµβράνη (210), µετατρέποντάς τα ορατά από το 
ανοσοποιητικό σύστηµα. Όπως προαναφέρθηκε, στα πλαίσια των έντονων 
αποπτωτικών φαινοµένων που παρατηρούνται στους σιελογόνους αδένες των 
ασθενών µε σύνδροµο Sjögren (212), το φαινόµενο αυτό αποτελεί έναν πολύ 
πιθανό µηχανισµό ανάπτυξης αποκρίσεων έναντι των αυτοαντιγόνων στο 
σύνδροµο.  
Η υπερπαραγωγή προφλεγµονωδών κυτταροκινών και κυτταροκινών που ρυθµίζουν την 
ενεργοποίηση, διαφοροποίηση και επιβίωση των διηθούντων Β-κυττάρων, όπως του 
BAFF, στις φλεγµονώδεις βλάβες των σιελογόνων αδένων των ασθενών µε σύνδροµο 
Sjögren πιθανά συµµετέχουν στην ευόδωση της τοπικής παραγωγής των 
αυτοαντισωµάτων.  
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Σκοπός της µελέτης 
Η παρούσα εργασία εστιάζεται στη ρύθµιση των χυµικών αυτοάνοσων αποκρίσεων στα 
αυτοάνοσα νοσήµατα. Η µελέτη της επέκτασης και της ρύθµισης των αποκρίσεων έναντι 
ενδοκυττάριων αυτοαντιγόνων, καθώς και της έκφρασης αυτών πραγµατοποιήθηκε σε 
τυπικά  νοσήµατα που χαρακτηρίζονται από την παραγωγή ειδικών αυτοαντισωµάτων, 
όπως ο ΣΕΛ και το σύνδροµο Sjögren, και στα οποία τα αυτοαντισώµατα έχουν 
αποδεδειγµένα παθογενετικό ρόλο, όπως το ΣΝΛ.  
 Το πρώτο ερώτηµα που εξετάσθηκε αφορά τους µηχανισµούς διαµοριακής 
επέκτασης των χυµικών αποκρίσεων από το ένα αυτοαντιγόνο στο άλλο. Ενώ έχει 
αποδειχθεί ότι οι χυµικές αυτοάνοσες αποκρίσεις επεκτείνονται σε γειτονικούς επίτοπους 
του ίδιου αντιγόνου (ενδοµοριακή επέκταση) ή διαφορετικών αντιγονικών µορίων που 
συνδέονται σε σύµπλοκο (διαµοριακή επέκταση), δεν είναι γνωστό αν µπορούν να 
επεκτείνονται και σε αντιγόνα που εντοπίζονται σε διαφορετικά σύµπλοκα/σωµάτια 
(particles), τα οποία δεν συνδέονται φυσικά µεταξύ τους (διασωµατιακή επέκταση). 
Όπως προαναφέρθηκε, οι αυτοάνοσες αποκρίσεις στο ΣΕΛ στρέφονται κυρίως έναντι 
των ριβονουκλεοπρωτεϊνικών συµπλόκων Ro/La και του µατισώµατος  U1-snRNP. Η 
χαρτογράφηση των επιτόπων των αντιγόνων αυτών πρωτεϊνών αποκάλυψε ότι αρκετοί 
από αυτούς εδράζονται σε συντηρηµένες περιοχές δέσµευσης του RNA των πρωτεϊνών. 
Το γεγονός αυτό µας οδήγησε να διερευνήσουµε την πιθανότητα του να είναι οι 
αλληλουχίες αυτές που µεσολαβούν στη «µεταπήδηση» των χυµικών αποκρίσεων από το 
ένα σωµάτιο στο άλλο. Προκειµένου να διερευνηθεί η ύπαρξη της διασωµατιακής 
επέκτασης των αυτοάνοσων αποκρίσεων από το ένα πρωτεϊνικό σύµπλοκο σε άλλο, 
µελετήθηκε η δυνατότητα της περιοχής ΜΑR της ριβονουκλεοπρωτεΐνης La/SSB, η 
οποία έχει µεγάλη οµολογία µε τις αντίστοιχες δοµές ΜΑR των πρωτεϊνών του 
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µατισώµατος, να επάγει αυτοαντισώµατα έναντι του U1-snRNP. Για το σκοπό αυτό 
ανοσοποιήθηκαν λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας µε ένα πεπτίδιο που αντιστοιχεί στον 
επίτοπο της δοµής ΜΑR του αυτοαντιγόνου La/SSB και εξετάστηκε η ανάπτυξη 
αντισωµάτων έναντι του U1-snRNP, ενώ ελέγχθηκε και η ύπαρξη αυτοαντισωµάτων 
έναντι των περιοχών ΜΑR των δυο αυτοαντιγόνων στον άνθρωπο.  
 Το δεύτερο αντικείµενο της διατριβής ήταν η λειτουργική µελέτη και η 
θεραπευτική δυναµική του ιδιοτυπικού/αντί-ιδιοτυπικού δικτύου αντισωµάτων στο 
νεογνικό λύκο. Πρόσφατες µελέτες από το εργαστήριό µας υποστηρίζουν την 
αδρανοποίηση των αυτοαντισωµάτων έναντι της ριβονουκλεοπρωτεΐνης La/SSB µε τη 
δηµιουργία ενός δικτύου ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων (144). Μάλιστα, η 
δηµιουργία του δικτύου ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων φαίνεται να δρα 
προστατευτικά έναντι της ανάπτυξης ΣΝΛ στο κυοφορούµενο έµβρυο, παρεµποδίζοντας 
την παθογενετική δράση των ιδιοτυπικών αντί-La/SSB αντισωµάτων (141). Σε µια 
προσπάθεια να προληφθεί η εµφάνιση ΣΝΛ, πραγµατοποιήθηκαν δύο πολυκεντρικές 
µελέτες (149, 150) όπου χορηγηθήκαν ως προφυλακτική θεραπεία  για την ανάπτυξη 
ΣΚΑ,  χαµηλές δόσεις ΕΦΑΣ σε µητέρες που είχαν ιστορικό γέννησης παιδιού µε 
νεογνικό λύκο. Στο πλαίσιο της ανοσορυθµιστικής δράσης της ΕΦΑΣ και της ύπαρξης σε 
αυτή φυσικών αυτοαντισωµάτων και δικτύου ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών 
αντισωµάτων, ελέγχθηκε στις µητέρες που συµµετείχαν στις δύο µελέτες η επίδραση της 
θεραπείας µε ΕΦΑΣ στο δίκτυο ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων έναντι της 
La/SSB. Έτσι, ελέγχθηκε η ενεργότητα των ιδιοτυπικών και αντί-ιδιοτυπικών 
αντισωµάτων έναντι της πρωτεΐνης La/SSB σε σειριακούς ορούς των εγκύων µητέρων 
που λάµβαναν ΕΦΑΣ, αναλύθηκε η µεταβολή των τίτλων τους κατά τη διάρκεια της 
θεραπείας και συσχετίσθηκε µε διάφορους παράγοντες, όπως η πορεία της εγκυµοσύνης 
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και η περιεκτικότητα των παρασκευασµάτων ανοσοσφαιρίνης σε ιδιοτυπικά/αντί-
ιδιοτυπικά αντισώµατα. 
 Στο τρίτο µέρος της παρούσας διατριβής, διερευνήθηκε ο ρόλος της 
σηµατοδότησης µέσω υποδοχέων της φυσικής ανοσίας στην έκφραση των 
αυτοαντιγόνων Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB. Η ενεργοποίηση των 
µονοπατιών της φυσικής ανοσίας οδηγεί στην υπερέκφραση πολλών ανοσοδραστικών 
µορίων, συµπεριλαµβανοµένων προφλεγµονωδών κυτταροκινών και ιντερφερονών. Οι 
τελευταίες έχει αναφερθεί ότι επάγουν την έκφραση του αυτοαντιγόνου Ro52/TRIM21, 
το οποίο στη συνέχεια µε τη δράση του ως Ε3-λιγάση της ουβικιτίνης συµµετέχει στον 
έλεγχο και τερµατισµό των µεσολαβούµενων από τις  ιντερφερόνες αποκρίσεων. Στα 
επιθήλια και τις διηθήσεις των σιελογόνων αδένων των ασθενών που πάσχουν από 
σύνδροµο Sjögren έχει παρατηρηθεί υπερέκφραση των αντιγονικών µορίων 
Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB (199, 200). Αυτή θεωρείται ότι συµµετέχει 
στη παρουσίαση των αυτοαντιγόνων στο ανοσοποιητικό σύστηµα και την ανάπτυξη των 
αυτοάνοσων χυµικών αποκρίσεων του συνδρόµου. Όπως περιγράφηκε, τα επιθηλιακά 
κύτταρα κατέχουν κεντρικό ρόλο στην ενορχήστρωση και διατήρηση των αυτοάνοσων 
αποκρίσεων στο σύνδροµο Sjögren. Μακροχρόνια καλλιεργηµένα, µη νεοπλασµατικά, 
ΕΚΣΑ από ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren εκφράζουν δείκτες ενεργοποίησης, µεταξύ 
των οποίων η έκφραση του υποδοχέα της φυσικής ανοσίας TLR3, χαίρει ιδιαίτερης 
προσοχής. Εµφανίζει υψηλή επιφανειακή έκφραση και η σηµατοδότηση µέσω αυτού 
προκαλεί αποπτωτικό θάνατο των επιθηλιακών κυττάρων λόγω ανοικίας. Επίσης, 
ενεργοποίηση του TLR3 στα ΕΚΣΑ οδηγεί στην παραγωγή ιντερφερονών τύπου Ι, οι 
οποίες θα µπορούσαν επακόλουθα να δρουν ως ενισχυτές της έκφρασης των 
αυτοαντιγόνων. Έτσι, διερευνήθηκε η επίδραση της ενεργοποίησης των υποδοχέων της 
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φυσικής ανοσίας TLR, µε έµφαση στον TLR3, στην έκφραση και εντόπιση των 
αυτοαντιγόνων Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB. 
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∆ιεξοδική ανασκόπηση των αυτοαντισωµάτων στο πρωτοπαθές σύνδροµο Sjögren. 
Κλινικοί φαινοτύποι και ρυθµιστικοί µηχανισµοί 
Νικόλαος Χ. Κυριακίδης, BSc1, Ευσταθία K. Καψογεώργου, PhD1, Αθανάσιος Γ. 
Τζιούφας, MD1,  
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Πανεπιστήµιο Αθηνών. 
 
ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Το σύνδροµο Sjögren είναι µία συστηµατική αυτοάνοση νόσος, η οποία χαρακτηρίζεται 
από περιεπιθηλιακές λεµφοκυτταρικές διηθήσεις στους προσβεβληµένους ιστούς και από 
την παραγωγή πληθώρας αυτοαντισωµάτων. Ανάµεσα τους, κυρίαρχη σηµασία έχουν οι 
αυτοάνοσες αποκρίσεις έναντι των Ro/SSA και La/SSB αυτοαντιγόνων καθώς η 
ανίχνευσή τους χρησιµοποιείται στην καθηµέρα πράξη για τη διάγνωση και κλινική 
ταξινόµηση της νόσου. Αν και οι ακριβείς µηχανισµοί που υπόκεινται της παθογένειας 
της νόσου δεν είναι πλήρως κατανοητοί, είναι εδραιωµένος ο σηµαντικός ρόλος των 
επιθηλιακών κυττάρων σιελογόνων αδένων (ΕΚΣΑ) στην έναρξη και την εξέλιξη των 
τοπικών ανοσολογικών αποκρίσεων. Τα ΕΚΣΑ έχουν επιπλέον την ικανότητα να 
µεσολαβούν την έκθεση των αυτοαντιγόνων Ro/SSA και La/SSB στο ανοσολογικό 
σύστηµα µέσω της αυξηµένης απόπτωσης και της απελευθέρωσης αυτοαντιγόνων στα 
αποπτωτικά σωµάτια ή/και µέσω της έκκρισης εξωσωµατίων που περιέχουν 
αυτοαντιγόνα. Η έκφραση των αυτοαντιγόνων αυτών στα επιθηλιακά κύτταρα φαίνεται 
να υπόκειται σε στενή ρύθµιση. Μέχρι σήµερα, η σηµατοδότηση µέσω συγκεκριµένων 
υποδοχέων της φυσικής ανοσίας, όπως ο TLR3, έχει εµπλακεί στη ρύθµιση της 
έκφρασης των Ro/SSA και La/SSB από τα ΕΚΣΑ, ενώ η απορύθµιση της έκφρασης 
συγκεκριµένων miRNAs τα οποία προβλέπεται ότι στοχεύουν τα παραπάνω 
αυτοαντιγόνα σε ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren υποδηλώνει την ύπαρξη ενός 
µηχανισµού ρυθµιστικής ανάδρασης σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο. Στην περιφέρεια, οι 
χυµικές αυτοάνοσες αποκρίσεις ρυθµίζονται επιπλέον µέσω της ανάπτυξης ενός ενεργού 
δικτύου ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων. Η πληθώρα των ρυθµιστικών 
µηχανισµών υποδηλώνει ότι οι αυτοάνοσες χυµικές αποκρίσεις στο σύνδροµο Sjögren 
είναι στενά εγχόµενες. Στην παρούσα ανασκόπηση, θα συζητηθούν οι κύριες χυµικές 
αυτοάνοσες αποκρίσεις, οι πρόσφατες εξελίξεις στο ρόλο των επιθηλιακών κυττάρων για 
την ανάπτυξη των αποκρίσεων αυτών, όπως και οι πιθανοί ρυθµιστικοί τους µηχανισµοί. 
 116 
ΣΗΜΕΙΑ ΕΜΦΑΣΗΣ  
• Στο σύνδροµο Sjögren τα αυτοαντισώµατα χαρακτηρίζουν κλινικές υποοµάδες και 
φαινότυπους. 
• Οι προσβεβληµένοι εξωκρινείς αδένες είναι περιοχές ενεργοποίησης αυτοδραστικών 
B κυττάρων και παραγωγής αυτοαντισωµάτων. 
• Το επιθηλιακό κύτταρο διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο για την παραγωγή 
αυτοαντισωµάτων. 
• Η ρύθµιση της αυτοάνοσης απόκρισης σε επίπεδο ιστού, επιτυγχάνεται µέσω της 
ενεργοποίησης και της απόπτωσης του επιθηλιακού κυττάρου, και σε επίπεδο 
πρωτεΐνης µέσω ενός ενεργού δικτύου ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων. 
• Οι µειωµένες αντί-ιδιοτυπικές αποκρίσεις έναντι των αντί-La/SSB αυτοαντισωµάτων 
σε µητρικούς ορούς έχουν συσχετισθεί µε εµφάνιση Νεογνικού Λύκου. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
To σύνδροµο Sjögren είναι µια χρόνια συστηµατική αυτοάνοση νόσος που 
χαρακτηρίζεται από ένα ευρύ κλινικό φάσµα, το οποίο εκτείνεται από την εντοπισµένη 
εξωκρινοπάθεια µέχρι την ανάπτυξη ποικίλων εξωαδενικών, συστηµατικών εκδηλώσεων 
που προσβάλουν διάφορα όργανα (π.χ. τους πνεύµονες, το ήπαρ, τους νεφρούς, το 
κεντρικό νευρικό σύστηµα). Η καταστροφή των προσβεβληµένων ιστών (κυρίως των 
σιελογόνων και δακρυϊκών αδένων) σχετίζεται µε την ύπαρξη πυκνών λεµφοκυτταρικών 
διηθήσεων. Επιπρόσθετα, χαρακτηριστικό της νόσου είναι η υπερδραστικότητα των B 
κυττάρων, όπως πιστοποιείται από την αθρόα παραγωγή αυτοαντισωµάτων. Τα κύρια 
αυτοαντισώµατα στο σύνδροµο Sjögren στοχεύουν τα ενδοκυττάρια αντιγόνα 
Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB, τα οποία αποτελούν τα πρωτεϊνικά 
συστατικά συµπλόκων ριβονουκλεοπρωτεϊνών-RNA [1].  
Η ανίχνευση αυτοαντισωµάτων έναντι των ενδοκυττάριων αντιγόνων είναι σηµαντική 
για την πρόγνωση, τη διάγνωση και για την κλινική ταξινόµηση των ασθενών µε 
αυτοάνοσες διαταραχές. Η παραγωγή αυτοαντισωµάτων θεωρείται ότι αποτελεί µια 
αντιγονο-οδηγούµενη διαδικασία, καθώς: α) ορισµένα αυτοαντισώµατα είναι ειδικά για 
συγκεκριµένες νόσους, β) η πλειονότητα των αυτοαντισωµάτων που ανιχνεύονται είναι 
τάξης IgG, γεγονός που υποδηλώνει την ύπαρξη αντιγονο-εξαρτώµενης T κυτταρικής 
βοήθειας [2], γ) οι αυτοάνοσες αποκρίσεις είναι ως επί το πλείστον πολυκλωνικές, 
στοχεύοντας πολλαπλούς επιτόπους µέσα στο ίδιο ή σε αλληλεπιδρώντα αυτοαντιγόνα 
[2], και δ) η ανοσοποίηση πειραµατικών ζωικών προτύπων µε τµήµατα των 
αυτοαντιγόνων οδηγεί σε ενδο- και δια- µοριακή επέκταση της ανοσολογικής απόκρισης, 
παρόµοια µε αυτή που παρατηρείται µετά από την ανοσοποίηση µε ξένα αντιγόνα [3, 4]. 
Παρά την ύπαρξη εκτεταµένων µελετών, οι µηχανισµοί που οδηγούν στην έκθεση 
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ορισµένων ενδοκυττάριων αυτοαντιγόνων στο ανοσοποιητικό σύστηµα παραµένουν 
ασαφείς. Η διαλεύκανση των παθογενετικών µηχανισµών του συνδρόµου Sjögren 
αποκάλυψε τον κρίσιµο ρόλο των επιθηλιακών κυττάρων στην έναρξη και ρύθµιση των 
αυτοάνοσων αποκρίσεων. Τα τελευταία µπορεί ακόµα να εµπλέκονται στην ανάπτυξη 
αυτοάνοσων αποκρίσεων έναντι των αυτοαντιγόνων Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και 
La/SSB. 
Σε αυτήν την ανασκόπηση συζητούνται οι πρόσφατες εξελίξεις σχετικά µε τη 
διαγνωστική σηµασία των αυτοαντισωµάτων στο σύνδροµο Sjögren, η περιγραφή των 
αυτοάνοσων βλαβών στο σύνδροµο Sjögren, ο ρόλος των επιθηλιακών κυττάρων στην 
παθογένεια της νόσου και οι πιθανοί ρυθµιστικοί µηχανισµοί σχετικά µε την παραγωγή 
αυτοαντισωµάτων.  
 
Η ΠΑΘΟΛΟΓΙΚΗ ΒΛΑΒΗ 
Οι πιο κοινές κλινικές εκδηλώσεις του συνδρόµου Sjögren  είναι η ξηροστοµία και η 
ξηροφθαλµία, οι οποίες οφείλονται στη δυσλειτουργία των σιελογόνων και των 
δακρυϊκών αδένων, αντίστοιχα. [1]. Η δυσλειτουργία των σιελογόνων αδένων συχνά 
συσχετίζεται µε την ανάπτυξη περιεπιθηλιακών λεµφοκυτταρικών διηθήσεων ποικίλου 
βαθµού. Η πλειοψηφία των διηθούντων µονοπύρηνων κυττάρων στις φλεγµονώδεις 
βλάβες των επικουρικών σιελογόνων αδένων (ΕΣΑ) ασθενών µε σύνδροµο Sjögren 
αποτελείται από T και B κύτταρα, µε το ποσοστό τους να ποικίλει ανάλογα µε τη 
σοβαρότητα των διηθήσεων. Σε ήπιες βλάβες υπερισχύουν τα T κύτταρα, ενώ σε 
σοβαρές τα B κύτταρα [5, 6]. Η πλειοψηφία των διηθούντων T κυττάρων φέρουν τον 
CD4 φαινότυπο και φαίνεται ότι είναι ενεργοποιηµένα [5, 7, 8]. Το ποσοστό των CD4+-T 
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κυττάρων µειώνεται αυξανοµένης της σοβαρότητας της βλάβης, ενώ το ποσοστό των 
CD8+-T κυττάρων παραµένει σταθερό [5]. Παροµοίως, το ποσοστό των ρυθµιστικών T 
κυττάρων σχετίζεται µε τη σοβαρότητα της βλάβης, µε τα µεγαλύτερα ποσοστά να 
παρατηρούνται στις ενδιάµεσες βλάβες [7]. Τα κύτταρα φυσικοί φονείς και τα 
επαγγελµατικά αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα, όπως τα µακροφάγα και τα δενδριτικά 
κύτταρα, αποτελούν ένα µικρό, αλλά σηµαντικό τµήµα των διηθούντων µονοπύρηνων 
κυττάρων, και το ποσοστό τους συσχετίζεται µε το βαθµό των βλαβών [5, 9-11]. 
Επιπλέον, στην πλειονότητα των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren, ο βαθµός και η σύνθεση 
των φλεγµονωδών βλαβών των ΕΣΑ έχουν αναπτυχθεί πλήρως κατά τη στιγµή της 
διάγνωσης, και παραµένουν σε µεγάλο βαθµό αµετάβλητες µετέπειτα. Η µόνη εξέλιξη 
που παρατηρείται αφορά στην ανάπτυξη MALT-λεµφώµατος σε ορισµένους ασθενείς µε 
σύνδροµο Sjögren, στους οποίους ανιχνεύονται δυσµενείς ορολογικοί προγνωστικοί 
παράγοντες (όπως χαµηλά επίπεδα του C4 συστατικού του συµπληρώµατος και 
κρυοσφαιριναιµία) [6]. Αυτά τα ευρήµατα υποδηλώνουν ότι οι αυτοάνοσες αποκρίσεις 
των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren µπορούν να διακριθούν βάσει του κυρίαρχου 
πληθυσµού των διηθούντων µονοπύρηνων κυττάρων σε αυτοάνοσες αποκρίσεις 
οδηγούµενες από Τ- ή Β κύτταρα. Η διάκριση αυτή είναι µείζονος σηµασίας για την 
επιλογή κατάλληλης θεραπευτικής αγωγής.  
Οι παράγοντες ή τα κύτταρα που εµπλέκονται στη στρατολόγηση και τη συσσώρευση 
των κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήµατος στους «φλεγµαίνοντες» σιελογόνους 
αδένες δεν έχουν πλήρως διευκρινιστεί. Τα δεδοµένα που προέκυψαν κατά τη διάρκεια 
των τελευταίων είκοσι ετών, έδειξαν ότι τα επιθηλιακά κύτταρα, που αποτελούν τον 
κύριο στόχο των τοπικών αυτοάνοσων αποκρίσεων, δεν είναι «αθώοι παρατηρητές» 
(“passive bystander targets”), αλλά οι βασικοί ρυθµιστές των τοπικών ανοσολογικών 
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αποκρίσεων γεγονός που υποδηλώνει ότι η ασθένεια είναι στην πραγµατικότητα µια 
«αυτοάνοση επιθηλίτιδα» [1, 12, 13]. Οι πρώτες ενδείξεις για το ρόλο των επιθηλιακών 
κυττάρων στην παθογένεια του  συνδρόµου Sjögren προέκυψαν από κλινικές και 
ιστοπαθολογικές παρατηρήσεις, οι οποίες ανέφεραν ότι οι φλεγµονώδεις βλάβες στα 
προσβεβληµένα όργανα αναπτύσσονται γύρω από τα επιθήλια [13]. Οι ανοσοϊστοχηµικές 
αναλύσεις ιστών από ΕΣΑ ασθενών µε σύνδροµο Sjögren αποκάλυψαν ότι τα επιθηλιακά 
κύτταρα κοντά ή σε απόσταση από τις φλεγµονώδεις βλάβες εκφράζουν πολυάριθµα 
ανοσορυθµιστικά µόρια, όπως κυτταροκίνες ή χηµειοκίνες, οι οποίες µεσολαβούν τη 
στρατολόγηση, την παραµονή και τη διαφοροποίηση των ανοσοκυττάρων, 
συµπεριλαµβανοµένων των Β και Τ κυττάρων, καθώς επίσης και µόρια που βοηθούν στο 
σχηµατισµό βλαστικών κέντρων, µόρια προσκόλλησης, µόρια του ΜΣΙ, συνδιεγερτικά 
µόρια Β7 και CD40, µόρια που εµπλέκονται στο θάνατο λόγω απόπτωσης, καθώς και 
αυτοαντιγόνα και λειτουργικούς υποδοχείς της φυσικής ανοσίας [1, 14].  Όλα τα 
προηγούµενα δεδοµένα υποδηλώνουν το σηµαντικό ρόλο των επιθηλιακών κυττάρων 
στη ρύθµιση των ανοσολογικών αποκρίσεων. Ο ρόλος αυτός επιβεβαιώθηκε περαιτέρω 
µε µεταγενέστερα ευρήµατα που ελήφθησαν από τη µελέτη µακροχρόνια 
καλλιεργηµένων, µη νεοπλασµατικών επιθηλιακών κυττάρων σιελογόνων αδένων 
(ΕΚΣΑ) από ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren και από µάρτυρες οι οποίοι προσήλθαν 
παραπονούµενοι για συµπτώµατα ξηρότητας, αλλά είχαν αρνητική βιοψία. Τα κύτταρα 
αυτά στερούνται του φλεγµονώδους µικροπεριβάλλοντος του ιστού και της «συνοµιλίας» 
τους µε λεµφοκύτταρα [15]. Έτσι, δείχθηκε ότι τα µακροχρόνια καλλιεργηµένα ΕΚΣΑ 
από ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren εκφράζουν λειτουργικά όλα τα προαναφερθέντα 
µόρια που εµπλέκονται τόσο στη φυσική όσο και στην επίκτητη ανοσία, όπως 
κυτταροκίνες και χηµειοκίνες, µόρια προσκόλλησης και συνδιεγερτικά µόρια, υποδοχείς 
κυτταρικού θανάτου, καθώς επίσης και τους υποδοχείς που εµπλέκονται στη φυσική 
 121 
ανοσία, συµπεριλαµβανοµένων του CD91 και διαφόρων TLRs.[1, 12, 16-18]. Τα επίπεδα 
συστατικής έκφρασης αυτών των µορίων στα ΕΚΣΑ ασθενών µε σύνδροµο Sjögren 
βρέθηκε ότι παραµένουν σταθερά ακόµα και µετά από παρατεταµένο διάστηµα 
καλλιέργειας και ήταν σηµαντικά υψηλότερα από τα αντίστοιχα των ΕΚΣΑ που 
προέρχονταν από µάρτυρες, γεγονός που υποδηλώνει µια ενδογενή ενεργοποίηση των 
επιθηλιακών κυττάρων των σιελογόνων αδένων [12]. Έτσι, τα ΕΚΣΑ φαίνεται ότι είναι 
εξοπλισµένα µε το πλήρες οπλοστάσιο των επαγγελµατικών αντιγονοπαρουσιαστικών 
κυττάρων, γεγονός που τα καθιστά ικανά να ενορχηστρώνουν τις τοπικές αυτοάνοσες 
αποκρίσεις. Επιπλέον, βρέθηκε ότι τα ΕΚΣΑ είναι ικανά να διαµεσολαβούν την έκθεση 
των ενδοκυττάριων αυτοαντιγόνων στο ανοσοποιητικό σύστηµα µέσω δύο µονοπατιών. 
Κατά πρώτον, µε τα αυξηµένα επίπεδα κυτταρικού θανάτου λόγω απόπτωσης και µε την 
επακόλουθη απελευθέρωση αποπτωτικών κυστιδίων που περιέχουν αυτοαντιγόνα [12, 
19-21], και κατά δεύτερον, µέσω της έκκρισης εξωσωµατίων, τα οποία φέρουν µεγάλες 
ποσότητες αυτοαντιγόνων, συµπεριλαµβανοµένων των Ro/SSA και La/SSB [22]. Στο 
σύνολό τους, οι παρατηρήσεις αυτές οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι οι σιελογόνοι αδένες 
είναι περιοχές παραγωγής αυτοαντισωµάτων, µια υπόθεση η οποία θα συζητηθεί εκτενώς 
αργότερα.    
ΑΥΤΟΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ ΣΤΟΝ ΟΡΟ ΚΑΙ ΚΛΙΝΙΚΟΙ ΦΑΙΝΟΤΥΠΟΙ 
Η υπερδραστικότητα των Β κυττάρων είναι ένα σηµαντικό χαρακτηριστικό του 
συνδρόµου Sjögren και κατά κύριο λόγο εκδηλώνεται σαν σοβαρή 
υπεργαµµασφαιριναιµία και µε την παραγωγή αυτοαντισωµάτων έναντι διαφόρων 
αυτοαντιγόνων, τα οποία συνοψίζονται στον Πίνακα -1. Αντιπυρηνικά αντισώµατα 
(Antinuclear antibodies: ANA) ανιχνεύονται στον ορό ενός ποσοστού 59-85% ασθενών 
µε σύνδροµο Sjögren [23], ενώ τα αντισώµατα έναντι των αυτοαντιγόνων Ro/SSA και 
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La/SSB είναι τα κύρια αυτοαντισώµατα που εµφανίζονται στο σύνδροµο και αποτελούν 
ένα διαγνωστικό εργαλείο για τη νόσο, όπως ορίζεται από τα Αµερικάνικα-Ευρωπαϊκά 
κριτήρια ταξινόµησης για το σύνδροµο [24].  
Τα αντί-Ro/SSA αντισώµατα αντιπροσωπεύουν δύο διαφορετικές οντότητες 
αυτοαντισωµάτων που στοχεύουν δύο µη οµόλογες πρωτεΐνες, τη Ro52/TRIM21 και τη 
Ro60/TROVE2, αντίστοιχα. Η Ro52/TRIM21 είναι µια πρωτεΐνη που περιέχει ένα 
τριµερές µοτίβο και έχει δειχθεί ότι δρα α) σαν ενδοκυτταρικός υποδοχέας του Fc 
τµήµατος ανοσοσφαιρινών και β) σαν E3 λιγάση που συνδέει µόρια ουβικιτίνης σε 
πρωτεΐνες-στόχους και εµπλέκεται στη ρύθµιση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και 
στον επαγόµενο από ενεργοποίηση κυτταρικό θάνατο. Επιπλέον εµπλέκεται στη ρύθµιση 
της σηµατοδότησης µέσω TLRs και την επακόλουθη παραγωγή ιντερφερονών καθώς 
συµµετέχει στην αποδόµηση των IRFs που µεσολαβείται από την ουβικιτινιλύωσή τους 
[25]. Η πρωτεΐνη Ro60/TROVE2 είναι ένα µόριο µε µορφή δακτυλίου που µπορεί να 
συνδέεται µε RNA και συµµετέχει στον ποιοτικό έλεγχο νεοσυντιθέµενων µεταγράφων, 
συµπεριλαµβανοµένης της αναγνώρισης λανθασµένα πτυχωµένων ή ελαττωµατικών 
µορίων RNA τα οποία προωθεί προς αποδόµηση [26]. Επιπλέον, η Ro60/TROVE2 έχει 
δειχθεί ότι προάγει την επιβίωση των κυττάρων µετά από την επίδραση υπεριώδους 
ακτινοβολίας, πιθανά συµµετέχοντας στην αποδόµηση των µορίων RNA που έχουν 
υποστεί βλάβη [26]. Από την άλλη πλευρά, η La/SSB φαίνεται ότι είναι κι αυτή µια 
πρωτεΐνη που δεσµεύει µόρια RNA, και συµµετέχει σε διάφορες πτυχές του 
µεταβολισµού µορίων RNA. Συνοδεύει ή προσδένει πρόδροµα µόρια RNA, προκειµένου 
να τα προστατεύσει από τη δράση νουκλεασών και να διευκολύνει τη σωστή 
επεξεργασία τους, την αναδίπλωση και την ωρίµανσή τους από ειδικές ριβονουκλεάσες 
[27]. Εµπλέκεται επίσης στη ρύθµιση της έκφρασης των µικρoRNAs (miRNAs) 
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προστατεύοντας και σταθεροποιώντας τα πρόδροµα miRNAs από τη δράση νουκλεασών 
[28]. Άλλες λειτουργίες που έχουν αποδοθεί στην πρωτεΐνη La/SSB είναι: α) η προαγωγή 
της ανεξάρτητης από το 5’-κάλυµα µετάφρασης ιικών ή ανθρώπινων mRNAs που 
περιέχουν εσωτερικές θέσεις εισόδου σε ριβοσώµατα (internal ribosome entry sites: 
IRES) ή 5'-τελικά µοτίβα ολιγοπυριµιδινών που κωδικοποιούν για ριβοσωµικές 
υποµονάδες και µεταφραστικούς παράγοντες, πιθανά µέσω της δράσης της σαν 
πρωτεΐνη-συνοδός µορίων RNA, β) η αποτελεσµατική αποσιώπηση της «παρεµβολής 
του RNA» (RNA interference) και των µεταθετών στοιχείων, όπως και η αντί-ιική 
άµυνα, µέσω της διευκόλυνσης της απελευθέρωσης του κατατµηµένου mRNA από το 
σύµπλοκο RISC, προωθώντας µε αυτό τον τρόπο την ταχύτερη λειτουργία του 
συµπλόκου RISC, γ) η ρύθµιση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και της εξέλιξης 
όγκων, µέσω της προώθησης της εξαρτώµενης από IRES µετάφρασης της πρωτεΐνης 
κυκλίνη D1 (CCND1) [27-29]. 
Μελέτες που διεξήχθησαν πριν από περισσότερα από είκοσι χρόνια δεν διαχώριζαν τα 
αντί-Ro52/TRIM21 και αντί-Ro60/TROVE2 αντισώµατα και, παρότι αυτοαντισώµατα 
έναντι και των δύο πρωτεϊνών Ro52/TRIM21 και Ro60/TROVE2 συνυπάρχουν σε ένα 
σηµαντικό ποσοστό ασθενών, διακριτά κλινικά χαρακτηριστικά φαίνεται να σχετίζονται 
µε κάθε ειδικότητα αυτοαντισωµάτων [30, 31]. Τα αντί-Ro52/TRIM21 φαίνεται να είναι 
η πιο κοινή ειδικότητα σε ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren (66,7%), ενώ τα αντί-
Ro60/TROVE2 και αντί-La/SSB αντισώµατα ανιχνεύονται στο 52,1% και το 49% των 
ορών µε σύνδροµο Sjögren, αντίστοιχα [25, 32]. Ανίχνευση αυτών των 
αυτοαντισωµάτων σε ορούς ασθενών έχει συσχετισθεί µε µεγαλύτερη διάρκεια νόσου 
πριν από τη διάγνωση, εκτεταµένη λεµφοκυτταρική διήθηση των ΕΣΑ, σοβαρή 
δυσλειτουργία των εξωκρινών αδένων και υποτροπιάζουσες διογκώσεις των παρωτίδων. 
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Επιπλέον, σχετίζονται µε υψηλότερη συχνότητα εµφάνισης εξωαδενικών εκδηλώσεων, η 
πιο αξιοσηµείωτη από τις οποίες είναι η αγγειίτιδα [33-35]. Επιπρόσθετα, τα παραπάνω 
αυτοαντισώµατα έχουν συσχετιστεί ισχυρά µε την ανάπτυξη συνδρόµου νεογνικού 
λύκου, όπου θεωρείται ότι έχουν άµεσο παθογενετικό ρόλο. Στο σύνδροµο αυτό, 
αυτοαντισώµατα τάξεως γ της µητέρας περνούν στην κυκλοφορία του εµβρύου µέσω του 
πλακούντα και προκαλούν βλάβες στα προσβεβληµένα όργανα [36].  
Μία άλλη οµάδα αυτοαντισωµάτων µε υψηλό επιπολασµό στους ασθενείς µε σύνδροµο 
Sjögren είναι ο ρευµατοειδής παράγοντας και οι κρυοσφαιρίνες, µε τον πρώτο να 
ανιχνεύεται στο 36-74% και τις δεύτερες στο 9-15% των ορών των ασθενών µε 
σύνδροµο Sjögren, αντίστοιχα [37-39]. Και οι δύο παραπάνω τύποι αυτοαντισωµάτων 
σχετίζονται µε εξωαδενικές εκδηλώσεις και νεαρότερη ηλικία κατά τη διάγνωση. Η 
ανίχνευση κρυοσφαιρινών σχετίζεται µε αυξηµένο κίνδυνο για φτωχή έκβαση της νόσου 
και εµφάνιση λεµφώµατος [40, 41].  
Τα αντισώµατα έναντι του κεντροµεριδίου (ACA), τα οποία έχουν µεγάλη αξία για τη 
διάγνωση της περιορισµένης µορφής της συστηµατικής σκλήρυνσης, ανιχνεύονται 
επίσης και στο 4-17% των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren. Ασθενείς µε σύνδροµο 
Sjögren οι οποίοι είναι θετικοί για ACA θεωρείται ότι αποτελούν µία διακριτή κλινική 
υποοµάδα, µε επικαλυπτόµενες κλινικές εκδηλώσεις µε τη συστηµατική σκλήρυνση και 
µε ηπιότερη νόσο συγκριτικά µε αρνητικούς για ACA ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren ή 
µε ασθενείς που πάσχουν από συστηµατική σκλήρυνση [42-45].  
Μια πρόσθετη οµάδα αυτοαντισωµάτων που χρήζει προσοχής είναι τα αυτοαντισώµατα 
έναντι κυκλικών κιτρουλλινοποιηµένων πεπτιδίων (αντί-CCP). Μολονότι θεωρούνται 
ειδικοί δείκτες για την πρόγνωση και διάγνωση της ρευµατοειδούς αρθρίτιδας, ο 
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επιπολασµός τους σε ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren έχει εκτιµηθεί ότι κυµαίνεται µεταξύ 
3-10% [46-49]. Η ύπαρξη αντί-CCP σε ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren έχει συσχετισθεί 
µε µη διαβρωτική αρθρίτιδα, ενώ υπάρχει διχογνωµία για το αν σχετίζονται µε υµενίτιδα 
[47-50]. 
Τα αντισώµατα έναντι µιτοχονδρίων (AMA), τα οποία χρησιµεύουν σαν ορολογικός 
διαγνωστικός δείκτης της πρωτοπαθούς χολικής κίρρωσης, στοχεύουν τα συστατικά του 
συµπλόκου της κετοξικής αφυδρογονάσης και κυρίως (το 95% των ορών 
Νοτιοαµερικάνων και Ευρωπαίων που πάσχουν από πρωτοπαθή χολική κίρρωση) την 
υποµονάδα της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού [51]. Τα AMA έχει αναφερθεί ότι 
ανιχνεύονται στο 1.7-13% των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren, µε το ποσοστό να 
ανέρχεται στο 3-27% ανάλογα µε τη χρησιµοποιούµενη διαγνωστική µέθοδο [52]. Η 
ανίχνευση AMA σε ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren έχει σχετισθεί µε ηπατική συµµετοχή 
[52]. Το ιστοπαθολογικό προφίλ των βλαβών του ήπατος και των σιελογόνων αδένων 
είναι παρόµοιο. Σε αµφότερες τις διαταραχές, η βλάβη του ιστού χαρακτηρίζεται από 
περιπορικές λεµφοκυτταρικές διηθήσεις, οι οποίες αποτελούνται κυρίως από CD4+ Τ-
κύτταρα. Επιπλέον, και στις δύο οντότητες, οι ιστοπαθολογικές βλάβες παρουσιάζουν 
αργή ή καθόλου εξέλιξη κατά την πορεία της νόσου [53], ενώ τα επιθηλιακά κύτταρα 
εκφράζουν αδόκιµα ανοσορυθµιστικά µόρια, γεγονός που υποδηλώνει ότι και οι δύο 
νόσοι εκδηλώνονται σαν “αυτοάνοση επιθηλίτιδα”.  
Αντισώµατα έναντι µουσκαρινικών υποδοχέων που ανιχνεύονται µε λειτουργικές 
µεθόδους ή µε τη χρήση συνθετικών πεπτιδίων, έχουν περιγραφεί σε ασθενείς µε 
σύνδροµο Sjögren. Οι µουσκαρινικοί υποδοχείς (MRs ή mAChRs) είναι υποδοχείς 
ακετυλοχολίνης που σχηµατίζουν σύµπλοκα πρωτεΐνης G-υποδοχέα στις κυτταρικές 
µεµβράνες ορισµένων νευρώνων ή άλλων κυττάρων. Οι λειτουργίες τους είναι πολλές, 
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µε την πιο αξιοσηµείωτη να είναι η δράση τους σαν οι κύριοι υποδοχείς που διεγείρονται 
από ακετυλοχολίνη, η οποία απελευθερώνεται από τις µεταγαγγλιακές ίνες στο 
παρασυµπαθητικό νευρικό σύστηµα [54, 55]. Οι µουσκαρινικοί υποδοχείς έλαβαν το 
όνοµά τους από την υψηλότερη συγγένεια που παρουσιάζουν έναντι της µουσκαρίνης σε 
σύγκριση µε τη νικοτίνη και κατηγοριοποιούνται περαιτέρω σε πέντε υποοµάδες (M1R-
M5R) ανάλογα µε την αλληλεπίδρασή τους µε διάφορους εκλεκτικούς αγωνιστές και 
ανταγωνιστές. Πριν από δύο δεκαετίες, δείχθηκε ότι µεσολαβούµενη από τη δράση 
αγωνιστών διέγερση των M3R σε σιελογόνους αδένες αρουραίων οδηγούσε στην 
παραγωγή σιέλου [56] ενώ επόµενες µελέτες αποκάλυψαν ότι ο M3R, παρά ο M1R, ήταν 
απαραίτητος για τη ρύθµιση της έκκρισης σιέλου από το παρασυµπαθητικό [57]. 
Περαιτέρω µελέτες που προσπάθησαν να συνδέσουν το ρόλο των αυτοαντισωµάτων 
έναντι των M3R σε ορούς ασθενών µε σύνδροµο Sjögren µε την ελαττωµατική 
παραγωγή σιέλου βασίστηκαν σε λειτουργικές δοκιµασίες παρά σε δοκιµασίες στερεάς 
φάσης. ∆είχθηκε ότι τα αντισώµατα έναντι των M3R σε ορούς ασθενών µε σύνδροµο 
Sjögren ρυθµίζουν λειτουργικά την µεσολαβούµενη από τον M3R παραγωγή σιέλου 
[58]. Περαιτέρω λειτουργικές µελέτες οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι τα αντισώµατα 
έναντι των M3R συµβάλλουν στις εκδηλώσεις ξηρότητας, ενδεχοµένως µέσω της άµεσης 
παρεµπόδισης της νευροδιαβίβασης [59]. Επόµενες λειτουργικές αναλύσεις µε τη χρήση 
ορών ασθενών µε σύνδροµο Sjögren [60], την εφαρµογή µεθόδων βιοπληροφορικής και 
τη χρήση χηµικά συντεθιµένων πεπτιδίων οδήγησε στην ταυτοποίηση των πιθανών 
αντιγονικών στόχων στο µόριο του M3R, χαρακτηρίζοντας έτσι τη δεύτερη εξωκυττάρια 
θηλιά του M3R ως τον κυριότερο στόχο των αυτοάνοσων αποκρίσεων έναντι των M3R 
[28, 61]. Παρ 'όλα αυτά, οι διαφορές σε δοκιµασίες στερεάς φάσης (ELISA) [62] και οι 
δυσκολίες που παρατηρήθηκαν στην ανίχνευση αντισωµάτων έναντι των M3R µε τις 
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συµβατικές ανοσολογικές τεχνικές [63] οδήγησαν στην αποτυχία συσχέτισης των 
αντισωµάτων έναντι των M3R µε την εµφάνιση κλινικών εκδηλώσεων. 
Οι καρβονικές ανυδράσες περιλαµβάνουν µία οικογένεια ενζύµων που καταλύουν τη 
µετατροπή διοξειδίου του άνθρακα και νερού σε δισόξινο ανθρακικό άλας και πρωτόνια 
και αντίστροφα. Τα ένζυµα αυτά ταξινοµούνται σαν µεταλοπρωτεάσες, καθώς το ενεργό 
κέντρο τους περιέχει ένα ιόν ψευδαργύρου και εµπλέκονται κυρίως στη ρύθµιση της 
ισορροπίας οξέος/βάσης στο αίµα και σε άλλους ιστούς και στην υποβοήθηση της 
µεταφοράς διοξειδίου του άνθρακα εκτός των ιστών. Τα αυτοαντισώµατα που στοχεύουν 
την καρβονική ανυδράση ΙΙ (αντί-CAII) υπάρχουν στο 12,5 - 20,8% των ασθενών µε 
σύνδροµο Sjögren [64, 65]. Επιπλέον, η πειραµατική ανοσοποίηση ποντικών PL/J µε 
ανθρώπινη καρβονική ανυδράση ΙΙ προκαλεί πειραµατική αυτοάνοση σιαλαδενίτιδα στα 
ποντίκια αυτά, υποδηλώνοντας ότι τα αντισώµατα έναντι της CAII θα µπορούσαν να 
έχουν ένα ρόλο στην παθογένεια του συνδρόµου Sjögren [66]. Η ύπαρξη αντί-CAII 
αντισωµάτων έχει σχετισθεί µε νεφρική σωληναριακή οξέωση [67]. 
Τέλος, µία ακόµη οµάδα αυτοαντισωµάτων που µπορούν να ανιχνευθούν σε ασθενείς µε 
σύνδροµο Sjögren είναι τα αντισώµατα έναντι λείων µυϊκών ινών (anti-smooth muscle 
antibodies: ASMA). Ο επιπολασµός τους στο σύνδροµο Sjögren είναι περίπου 30% [68]. 
Γενικά, η ταυτόχρονη ύπαρξη ASMA και ΑΝΑ είναι ενδεικτική αυτοάνοσης ηπατίτιδας 
τύπου 1 [69], ωστόσο, η κλινική αξία τους στο σύνδροµο Sjögren δεν είναι σαφής. Έχει 
αναφερθεί ότι η ύπαρξη ASMA σε ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren έχει συσχετισθεί µε 
αυτοάνοση ηπατίτιδα [70-72], αν και αυτή η συσχέτιση δεν επιβεβαιώθηκε από άλλη 
µελέτη  [23].  Τα παραπάνω αυτοαντισώµατα και η συσχέτισή τους µε κλινικές 
εκδηλώσεις του συνδρόµου Sjögren συνοψίζονται στον Πίνακα 2. 
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ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΗΣ ΑΥΤΟΑΝΟΣΗΣ ΑΠΟΚΡΙΣΗΣ 
Παρόµοια µε τις ανοσολογικές αποκρίσεις έναντι των ξένων αντιγόνων, οι αυτοάνοσες 
αντιδράσεις υπόκεινται σε αυστηρή ρύθµιση. Τα προαναφερθέντα στοιχεία, καθώς και τα 
σηµατοδοτικά µονοπάτια που θα συζητηθούν στην παρούσα ενότητα, παρέχουν ενδείξεις 
για την ύπαρξη πληθώρας πιθανών ρυθµιστικών µηχανισµών που λειτουργούν κατά την 
ανάπτυξη των αυτοάνοσων αποκρίσεων. Αυτοί περιλαµβάνουν: α) µηχανισµούς που 
µεσολαβούνται αποκλειστικά από συστατικά του ανοσοποιητικού συστήµατος, όπως η 
ύπαρξη ενός ιδιοτυπικού/αντί-ιδιοτυπικού δικτύου αντισωµάτων, β) στοιχεία της φυσικής 
ανοσίας, όπως η έκφραση των TLRs από τα φλεγµαίνοντα επιθήλια, γ) κυτταρικούς 
µηχανισµούς που ρυθµίζουν την έκφραση µορίων, εν προκειµένω την έκφραση των 
αυτοαντιγόνων, όπως είναι τα miRNAs. 
 
Οι σιελογόνοι αδένες είναι περιοχές παρουσίασης αυτοαντιγόνων και έναρξης της 
ανοσολογικής απόκρισης 
Παρά τις εντατικές µελέτες, οι µηχανισµοί που εµπλέκονται στην παραγωγή 
αυτοαντισωµάτων, καθώς επίσης και οι περιοχές στις οποίες αυτά παράγονται, δεν έχουν 
πλήρως καθοριστεί. Οι προσβεβληµένοι εξωκρινείς αδένες φαίνεται ότι αποτελούν µία 
κύρια περιοχή παραγωγής αυτοαντισωµάτων. Αυτό υποστηρίζεται από τα ακόλουθα 
ευρήµατα: α) οι λεµφοκυτταρικές διηθήσεις σε ένα ποσοστό περίπου 20% των ασθενών 
µε σύνδροµο Sjogren σχηµατίζουν συναθροίσεις που προσοµοιάζουν σε βλαστικά 
κέντρα στους σιελογόνους αδένες [73, 74] και περιέχουν αυτοδραστικά B κύτταρα, β) η 
σίελος των ασθενών µε σύνδροµο Sjogren περιέχει υψηλά επίπεδα IgG, καθώς και αντί-
Ro/SSA και αντί-La/SSB αυτοαντισώµατα, και γ) πολλά από τα διηθούντα 
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πλασµατοκύτταρα περιέχουν κυτταροπλασµατικές ανοσοσφαιρίνες µε αντί-Ro/SSA 
ενεργότητα [75]. Τέλος, έχει αναφερθεί ότι τα πυρηνικά αυτοαντιγόνα κατά την 
απόπτωση των επιθηλιακών κυττάρων µετατοπίζονται στο κυτταρόπλασµα και, στη 
συνέχεια, στην κυτταρική µεµβράνη [20]. Σε συµφωνία µε την τοπική παραγωγή 
αυτοαντισωµάτων στους σιελογόνους αδένες, είναι η αυξηµένη έκφραση του BAFF από 
τα επιθήλια, καθώς και η αυξηµένη έκφραση διάφορων χηµειοκινών που ρυθµίζουν την 
επιβίωση και διαφοροποίηση των Β κυττάρων από ΕΚΣΑ. Όπως αναφέρθηκε 
προηγουµένως, τα ΕΚΣΑ επιδεικνύουν ιδιότητες αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων, 
και έτσι είναι σε θέση να συντονίζουν τις τοπικές ανοσολογικές αποκρίσεις. Ένας 
επιπλέον σηµαντικός ρόλος, που έχει αποδοθεί στα ΕΚΣΑ είναι η έκθεση των 
ενδοκυττάριων αντιγόνων και η παρουσίασή τους στο ανοσοποιητικό σύστηµα. Φαίνεται 
ότι αυτό επιτυγχάνεται µε δύο µεθόδους, τον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο και την 
απελευθέρωση των εξωσωµατίων. Ο αποπτωτικός κυτταρικός θάνατος έχει δειχθεί ότι 
προκαλεί την έκθεση των αυτοαντιγόνων Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB 
µέσω της απελευθέρωσης αποπτωτικών φυσαλίδων οι οποίες είναι εµπλουτισµένες µε 
αυτά τα αυτοαντιγόνα [12, 20]. Μολονότι τα καλλιεργηµένα ΕΚΣΑ έχουν βρεθεί να είναι 
ανθεκτικά σε απόπτωση που µεσολαβείται από το µόριο Fas, µπορούσαν να καταστούν 
ευαίσθητα µε την ταυτόχρονη ύπαρξη ενός δεύτερου σήµατος, όπως η σηµατοδότηση 
µέσω του CD40 [19, 76]. Επίσης, δείχθηκε ότι τα ΕΚΣΑ µετά από διέγερση του TLR3 
υπόκεινται σε απόπτωση που επάγεται από την αποκόλλησή τους από το υπόστρωµά 
τους (ανοικία) [14]. Τα δεδοµένα από in vitro πειράµατα που υποδηλώνουν ότι τα 
επιθηλιακά κύτταρα πεθαίνουν µε απόπτωση υποστηρίζονται περαιτέρω από 
πολυάριθµες µελέτες που δείχνουν αυξηµένα επίπεδα απόπτωσης στα επιθήλια των 
σιελογόνων αδένων ασθενών µε σύνδροµο Sjögren [1]. Τα εξωσωµάτια είναι µικρά 
µεµβρανώδη κυστίδια ενδοσωµατικής προέλευσης µε διάµετρο µεταξύ 30 και 100 nm 
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που εκκρίνονται από σχεδόν κάθε κυτταρικό τύπο. Εµπλέκονται σε διάφορες 
φυσιολογικές διαδικασίες, συµπεριλαµβανοµένης της ανταλλαγής και της 
απελευθέρωσης ενδοκυτταρικού υλικού. Έχει αποδειχθεί ότι παίζουν κρίσιµο ρυθµιστικό 
ρόλο στις ανοσολογικές αποκρίσεις µεσολαβώντας την ενεργοποίηση των Τ κυττάρων 
και τη µεταφορά των αντιγόνων σε αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. Τα καλλιεργηµένα 
ΕΚΣΑ απελευθερώνουν εξωσωµάτια που περιέχουν τα κύρια αυτοαντιγόνα Ro/SSA, 
La/SSB και Sm κι εκφράζουν στην επιφάνειά τους µόρια του ΜΣΙ, υποδηλώνοντας ότι 
είναι ικανά να ενεργοποιούν το ανοσοποιητικό σύστηµα [22].  
Ο κεντρικός ρόλος των επιθηλίων στην παραγωγή αυτοαντισωµάτων έχει δειχθεί 
πρόσφατα σε ένα πειραµατικό πρότυπο ποντικού στο οποίο δεν εκφράζεται η πρωτεΐνη-
µεταγραφικός ρυθµιστής ΙκΒ-ζ [77]. Πιο συγκεκριµένα, ποντίκια στα οποία δεν 
εκφράζεται η πρωτεΐνη ΙκΒ-ζ, είναι επιρρεπή σε απόπτωση των επιθηλίων τους και 
βρέθηκε ότι αναπτύσσουν αυθόρµητα δακρυοαδενίτιδα (φλεγµονή των δακρυϊκών 
αδένων) που οµοιάζει µε αυτή του συνδρόµου Sjögren, και συσχετίζεται µε την 
ανάπτυξη λεµφοκυτταρικών διηθήσεων στον προσβεβληµένο ιστό και µε την παραγωγή 
υψηλών τίτλων των αυτοαντισωµάτων Ro/SSA και La/SSB. Ο συγκεκριµένος 
φαινότυπος βρέθηκε ότι συσχετίζεται µε τα αυξηµένα επίπεδα απόπτωσης των 
επιθηλιακών κυττάρων, αλλά όχι των ανοσοκυττάρων. Επιπλέον, ο φαινότυπος αυτός 
αντιστρεφόταν σηµαντικά µε τη χορήγηση αναστολέων των κασπασών, εύρηµα που 
ενισχύει το ρόλο της απόπτωσης των επιθηλιακών κυττάρων στις αυτοάνοσες αποκρίσεις 
και παρέχει µια µηχανιστική εικόνα για το πώς µπορεί η απόπτωση των επιθηλιακών 
κυττάρων να εκκινήσει την τοπική φλεγµονή, τη στρατολόγηση των λεµφοκυττάρων και 
την παραγωγή αυτοαντισωµάτων, φαινόµενα χαρακτηριστικά του συνδρόµου Sjögren. 
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Αντί-ιδιοτυπικά αντισώµατα τα οποία στοχεύουν αυτοαντιγόνα: Πιθανοί 
καταστολείς της αυτοανοσίας 
Μία από τις σηµαντικότερες ανακαλύψεις της ανοσολογίας ήταν η θεωρία του 
ιδιοτυπικού/αντί-ιδιοτυπικού δικτύου αντισωµάτων που προτάθηκε πριν από τέσσερις 
δεκαετίες από τον βραβευµένο µε Νόµπελ ∆ανό ανοσολόγο Niels Jerne [78]. Ο Jerne 
πρότεινε ότι τα αντισώµατα που αναγνωρίζουν έναν ειδικό επίτοπο ενός αντιγόνου είναι 
εξίσου ικανά να επάγουν µια ανοσολογική απόκριση εναντίον τους, η οποία µε τη σειρά 
της οδηγεί στην παραγωγή αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων. Τα τελευταία 
εξουδετερώνουν τη δράση των αρχικών αντισωµάτων. Σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία, η 
αναλογία των ιδιοτυπικών και αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων στην κυκλοφορία είναι 
ισορροπηµένη, σχηµατίζοντας έτσι ένα δίκτυο ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών 
αντισωµάτων. Σαν αποτέλεσµα αυτού εξουδετερώνεται η δράση των ιδιοτυπικών 
αντισωµάτων από τα αντί-ιδιοτυπικά, οδηγώντας τελικά στη µείωση των χυµικών 
αποκρίσεων. 
Αυτή η ιδιότητα του ανοσοποιητικού συστήµατος είναι προφανώς πολύ σηµαντική στις 
αυτοάνοσες νόσους, δεδοµένου ότι παρέχει ένα ρυθµιστικό µηχανισµό για την 
εξουδετέρωση των επιβλαβών επιπτώσεων των αυτοαντισωµάτων. Εντούτοις, η µελέτη 
του δικτύου ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων έχει κάποιες εγγενείς δυσκολίες 
που προκύπτουν από τους ακόλουθους λόγους: 1) η αυτοάνοση απόκριση είναι 
ετερογενής, κατευθύνεται έναντι πολλαπλών επιτόπων, οι οποίοι ευρίσκονται εντός 
διαφόρων αυτοαντιγόνων, 2) τα αντί-ιδιοτυπικά αντισώµατα µπορούν µε τη σειρά τους 
να εξουδετερωθούν από τα αυτοαντισώµατα, 3) οι µεθοδολογίες καθαρισµού ιδιοτυπικών 
αντισωµάτων δεν έχουν, µέχρι στιγµής, αποκαλύψει έναν οµοιογενή πληθυσµό αντί-
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ιδιοτυπικών αντισωµάτων, ο οποίος θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί για περαιτέρω 
µελέτες. 
Στο εργαστήριό µας χρησιµοποιήσαµε τα συµπληρωµατικά πεπτίδια των κύριων 
επιτόπων της La/SSB, που εκτείνονται στα αµινοξέα 349-364 της πρωτεΐνης. Τα 
συµπληρωµατικά πεπτίδια δεσµεύονται από τα αντί-ιδιοτυπικά αντισώµατα των αντί-
La/SSB (349-364) αυτοαντισωµάτων και, ως εκ τούτου, είναι χρήσιµα εργαλεία για την 
αξιολόγηση του δικτύου ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων. Πειράµατα σχετικά 
µε τα παραπάνω αποκάλυψαν τα ακόλουθα [79]: 
 
1. Οι οροί ασθενών µε σύνδροµο Sjögren περιέχουν ένα ενεργό δίκτυο 
ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων έναντι του αυτοαντιγόνου La/SSB. 
2. Ανοσοποίηση ζωικών προτύπων είτε µε επίτοπους της La/SSB ή µε τα 
συµπληρωµατικά τους πεπτίδια κατέληξε στην παραγωγή τόσο των ιδιοτυπικών 
όσο και των αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων.  
3. Ένας σηµαντικός πληθυσµός των αντί-La/SSB (349-364) αντισωµάτων είναι 
δεσµευµένα από τα αντί-ιδιοτυπικά αντισώµατα και παραµένουν κρυµµένα στις 
συµβατικές ανοσολογικές τεχνικές. 
Η τελευταία παρατήρηση µας ώθησε να µελετήσουµε µητέρες που γέννησαν παιδιά µε 
σύνδροµο νεογνικού λύκου (ΣΝΛ). Σε µελέτες που διεξήχθησαν τυφλά σε ορούς αντί-
La/SSB θετικών µητέρων, δείχθηκε ότι οι µητέρες που γέννησαν υγιές παιδί είχαν 
υψηλότερους τίτλους αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων, σε σύγκριση µε τις µητέρες που 
γέννησαν ένα παιδί µε ΣΝΛ, οδηγώντας στο συµπέρασµα ότι τα αντί-ιδιοτυπικά 
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αντισώµατα δρουν προστατευτικά, πιθανότατα λόγω της δέσµευσης των παθογόνων 
αντί-La/SSB αυτοαντισωµάτων, εµποδίζοντας έτσι την είσοδο τους στην κυκλοφορία του 
εµβρύου [80].  
Οι TLRs σαν ρυθµιστές των τοπικών αυτοάνοσων αποκρίσεων 
Οι TLRs είναι µια οικογένεια υψηλά συντηρηµένων µεµβρανικών υποδοχέων που 
θεωρούνται σηµαντικοί υποδοχείς της φυσικής ανοσίας και αριθµούν 12 µέλη στον 
άνθρωπο και 13 στα ποντίκια [81]. Αναγνωρίζουν συγκεκριµένα µοριακά µοτίβα που 
σχετίζονται µε παθογόνα (pathogen-associated molecular patterns: PAMPs), τα οποία 
είναι µικρά µοριακά µοτίβα συντηρηµένα ανάµεσα σε µια οµάδα παθογόνων και 
µεσολαβούν την παραγωγή αρκετών προφλεγµονωδών και ανοσοτροποποιητικών 
κυτταροκινών που απαιτούνται για την ύπαρξη αποτελεσµατικών αποκρίσεων της 
επίκτητης ανοσίας. Ιδιαίτερης προσοχής χρήζει ο TLR3 που αναγνωρίζει δίκλωνο RNA, 
το οποίο µπορεί να απελευθερωθεί τοπικά από ιούς ή από κατεστραµµένα κύτταρα. Μετά 
την πρόσδεση του δίκλωνου RNA η σηµατοδότηση µέσω του TLR3 επάγει την 
παραγωγή ιντερφερονών τύπου Ι [82]. Ο TLR3 φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο στην 
παθογένεια του συνδρόµου Sjögren, δεδοµένου ότι η σηµατοδότηση µέσω του TLR3 έχει 
δειχθεί ότι µειώνει τη λειτουργικότητα των σιελογόνων αδένων σε διάφορα στελέχη 
ποντικών και ότι επιταχύνει σηµαντικά την ανάπτυξη σιαλαδενίτιδας σε ζωικά πρότυπα 
που εµφανίζουν τον φαινότυπο του συνδρόµου Sjögren (ποντικοί ΝΖΒ/NZW) [83-85]. 
Επιπλέον, η συστατική του έκφραση σε ΕΚΣΑ είναι υψηλή και εντοπίζεται στην 
κυτταρική επιφάνεια, γεγονός το οποίο είναι ενδεικτικό σηµαντικής ενεργοποίησης, ενώ 
η σηµατοδότηση µέσω του TLR3 στα ΕΚΣΑ έπειτα από επίδραση µε pοlyΙ:C έχει δειχθεί 
ότι επάγει την έκφραση ανοσοτροποποιητικών µορίων, ιντερφερονών, καθώς και τον 
αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο µέσω ανοικίας [14, 86, 87]. Από την άλλη πλευρά, έχει 
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δειχθεί ότι τα αυτοαντιγονικά ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σύµπλοκα είναι ικανά να 
ενεργοποιούν τους TLRs µέσω των µορίων RNA που συµµετέχουν στο σχηµατισµό τους 
[88]. Επιπλέον, το αυτοαντιγόνο Ro52/TRIM21 έχει εµπλακεί στη ρύθµιση της 
φλεγµονής που µεσολαβείται από τους TLR3, TLR7 και TL9, µέσω της δράσης του σαν 
E3 λιγάση της πρωτεΐνης-στόχου µε την ουβικιτίνη [25]. Υπό αυτό το πρίσµα, 
επιδιώξαµε πρόσφατα να διερευνήσουµε κατά πόσον η σηµατοδότηση µέσω του TLR3 
θα µπορούσε να συµµετέχει στη ρύθµιση της έκφρασης των πρωτεϊνών Ro52/TRIM21, 
Ro60/TROVE2 και La/SSB [89]. Βρήκαµε ότι, όντως, η σηµατοδότηση µέσω του TLR3, 
αλλά όχι µέσω του TLR4, αυξάνει σηµαντικά την έκφραση του mRNA της πρωτεΐνης 
Ro52/TRIM21 στα ΕΚΣΑ, και ότι η αύξηση αυτή επιτυγχάνεται σε δύο στάδια, ένα 
πρώιµο που είναι εµφανές από τις 6 ώρες επίδρασης και ένα επόµενο στις 24 έως 48 ώρες 
επίδρασης. Η δεύτερη αύξηση της έκφρασης του mRNA της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 
συνοδεύτηκε από ανακατανοµή της πρωτεΐνης στον πυρήνα, από ένα πρότυπο που 
προσοµοιάζει σε χρώση του πυρηνίσκου σε αρκετές κουκίδες που εκτείνονται σε όλο το 
εύρος του πυρήνα. Η επαγόµενη από τη σηµατοδότηση µέσω του TLR3 δεύτερη αύξηση 
της έκφρασης του mRNA και η ανακατανοµή της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 στον πυρήνα 
βρέθηκε ότι µεσολαβούνται σε µεγάλο βαθµό από την παραγωγή IFNβ. Επιπλέον, 
σηµατοδότηση µέσω του TLR3 στα ΕΚΣΑ βρέθηκε ότι επάγει ελαφρώς, αλλά 
στατιστικά σηµαντικά την έκφραση των mRNAs των πρωτεϊνών Ro60/TROVE2 και 
La/SSB [89]. Αυτά τα ευρήµατα υποδηλώνουν ότι οι TLRs µπορεί να εµπλέκονται στη 
ρύθµιση της έκφρασης των αυτοαντιγόνων από ιστούς που δεν ανήκουν τυπικά στο 
ανοσοποιητικό σύστηµα, µέσω της δηµιουργίας µεγάλων ποσοτήτων αυτοαντιγόνων στα 
επιθηλιακά κύτταρα. Τα κύτταρα αυτά υπό συνθήκες παρατεταµένης διέγερσης 
ορισµένων υποδοχέων της φυσικής ανοσίας οδηγούνται σε απόπτωση και στην 
επακόλουθη έκθεση των αυτοαντιγόνων στο ανοσοποιητικό σύστηµα. 
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miRNAs τα οποία στοχεύουν αυτοαντιγόνα.  
Τα miRNAs είναι µικρά µη-κωδικοποιούντα µόρια µονόκλωνου RNA (µήκους περίπου 
22 νουκλεοτιδίων), τα οποία λειτουργούν σαν ρυθµιστές της γονιδιακής έκφρασης σε 
µεταµεταγραφικό επίπεδο σε φυτά και ζώα [90]. Πρόσφατα δεδοµένα από πειράµατα in 
vitro και in vivo σχετίζουν τα miRNAs µε αδόκιµες ανοσολογικές αποκρίσεις και 
αυτοάνοσες εκδηλώσεις [91]. Παρά το αυξανόµενο ενδιαφέρον για την εµπλοκή των 
miRNAs στην αυτοανοσία, λίγες µόνο µελέτες έχουν διερευνήσει τη συµµετοχή τους 
στην αιτιοπαθογένεια του συνδρόµου Sjögren. Οι  Alevizos και συν. µελέτησαν την 
υπογραφή των miRNAs σε σιελογόνους αδένες ασθενών µε σύνδροµο Sjögren [92] και 
εντόπισαν 94 miRNAs που παρουσιάζουν διαφορετική έκφραση ανάµεσα στους 
σιελογόνων αδένες ασθενών µε σύνδροµο Sjögren και µαρτύρων. Επιπλέον, το προφίλ 
έκφρασης αυτών των miRNAs µπορεί να διακρίνει υποοµάδες ασθενών µε  σύνδροµο 
Sjögren όσον αφορά στην υπολειτουργία των σιελογόνων αδένων τους και τη βαρύτητα 
των λεµφοκυτταρικών τους διηθήσεων.  
Μια πρόσφατη µελέτη από το εργαστήριο µας αποκάλυψε µια διαφορετική πτυχή στον 
παθοφυσιολογικό ρόλο των miRNAs στο σύνδροµο Sjögren. Σε µια προσπάθεια να 
εντοπιστούν πιθανοί ρυθµιστές της έκφρασης των πρωτεϊνών Ro52/TRIM21, 
Ro60/TROVE2 και La/SSB, επιλέξαµε µε µεθόδους βιοπληροφορικής µια οµάδα έντεκα 
miRNAs, τα οποία προβλέπεται ότι στοχεύουν τα mRNAs των πρωτεϊνών 
Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 ή/και La/SSB και αναλύσαµε την έκφρασή τους σε 
σιελογόνους αδένες, µονοπύρηνα κύτταρα περιφερικού αίµατος (peripheral blood 
mononuclear cells: PBMCs) και ΕΚΣΑ ασθενών µε σύνδροµο Sjögren και µαρτύρων 
[93]. Επτά miRNAs, συµπεριλαµβανοµένων των let-7b, miR-16, miR-181a, miR-200b, 
miR-200b*, miR-223 και miR-483-5p βρέθηκε ότι εκφράζονται στους σιελογόνους 
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αδένες, τα PBMCs και τα ΕΚΣΑ. Μεταξύ αυτών, βρέθηκε ότι τα miR-181, miR-200b και 
miR-223 υπερεκφράζονται στους σιελογόνους αδένες, τα ΕΚΣΑ και τα PBMCs, 
αντίστοιχα, από τους ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren σε σύγκριση µε την οµάδα ελέγχου. 
Είναι αξιοσηµείωτο ότι η υπερέκφραση των miR-181 και miR-16 στους σιελογόνους 
αδένες των ασθενών µε σύνδροµο Sjögren έχει παλαιότερα συσχετιστεί µε µειωµένη 
λειτουργία του ιστού [92]. Τέλος, παρατηρήθηκε µειωµένη έκφραση του let-7b σε ΕΚΣΑ 
ασθενών µε σύνδροµο Sjögren που είχαν αντί-Ro/SSA ή/και αντί-La/SSB αντισώµατα, 
σε σύγκριση µε ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren που δεν είχαν τα παραπάνω 
αυτοαντισώµατα. Τα υπόλοιπα miRNAs που µελετήθηκαν βρέθηκε ότι δεν 
παρουσιάζουν διαφορετική έκφραση στις προαναφερθείσες υποοµάδες ασθενών µε 
σύνδροµο Sjögren [93]. Ωστόσο, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι η ποικιλία των στόχων των 
miRNAs και η πολυπλοκότητα της ρύθµισης της έκφρασής τους καθιστούν εξαιρετικά 
δύσκολη την ερµηνεία των δεδοµένων που αφορούν το ρόλο τους στις αυτοάνοσες 
αποκρίσεις. 
Συνοψίζοντας, οι αυτοάνοσες αποκρίσεις στο σύνδροµο Sjögren φαίνεται ότι ελέγχονται 
εξαιρετικά. Αυτό υποδηλώνεται από α) την ύπαρξη πολύπλοκων µονοπατιών που 
εµπλέκονται στην έκφραση των ενδοκυττάριων αυτοαντιγόνων από ιστούς που δεν 
ανήκουν τυπικά στο ανοσοποιητικό σύστηµα, όπως είναι τα αδενικά επιθήλια, στα οποία 
παρατηρούνται τόσο οι µηχανισµοί ρύθµισης σε µεταµεταγραφικό επίπεδο όσο και η 
κυτταρική συνοµιλία που επιτελείται µέσω σηµάτων της φυσικής ανοσίας και β) από τη 
λειτουργία µηχανισµών που εµπλέκονται στην έκθεση των παραπάνω αυτοαντιγόνων στο 
ανοσοποιητικό σύστηµα και την ανάπτυξη αυτοάνοσων αποκρίσεων, µε κυρίαρχους τον 
αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο και την απελευθέρωση από τα ΕΚΣΑ εξωσωµατίων τα 
οποία είναι πλήρη αυτοαντιγόνων (Σχήµα-1). Περαιτέρω µελέτες απαιτούνται 
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προκειµένου να διαλευκανθούν πλήρως οι µηχανισµοί ρύθµισης της έκφρασης των 
αυτοαντιγόνων, να διευκρινιστούν οι διαδικασίες που οδηγούν στην παραγωγή 
αυτοαντισωµάτων και µεσολαβούν την παθογένεια του συνδρόµου Sjögren, και να 
καταστεί δυνατή η ανάπτυξη θεραπευτικών παρεµβάσεων. 
Τα προαναφερθέντα ευρήµατα παρουσιάστηκαν στο 12ο ∆ιεθνές Συµπόσιο για το 
Σύνδροµο Sjögren το οποίο διεξήχθη στο Κιότο της Ιαπωνίας, στις 9-12 Οκτωβρίου 
2013. Μαζί µε τις υπόλοιπες µελέτες που παρουσιάζονται σε αυτό το ειδικό τεύχος του 
Journal of Autoimmunity, επιχειρεί να ρίξει φως στα νέα κλινικά, παθογενετικά και 
θεραπευτικά δεδοµένα για τη νόσο. 
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Πίνακας 1. Συχνότητα εµφάνισης των αυτοαντισωµάτων σε ασθενείς µε σύνδροµο 
Sjögren. 
Αυτοαντισώµατα  
Συχνότητα εµφάνισης 
(%) 
αντί-Ro52/TRIM21  66.7 
αντί-Ro60/TROVE2 52.1 
αντί-La/SSB 49 
αντί-U1RNP 2 
Ρευµατοειδής Παράγων  36-74 
Κρυοσφαιρίνες  9-15 
αντί-Κεντροµεριδίου (ACA) 4-17 
αντί-Mιτοχονδριακά (AMA) 1.7-27 
αντί-Λείων µυών 30 
αντί-κυκλικών κιτρουλλινοποιηµένων πεπτιδίων 
(αντί-CCP) 
3-10 
αντί-Καλρετικουλίνης  20 
αντί-Μουσκαρινικού υποδοχέα 3 11 
αντί-καρβονικής ανυδράσης 12.5-20.8 
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Πίνακας 2. Συσχέτιση των αυτοαντισωµάτων µε κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών µε 
σύνδροµο Sjögren. 
Αυτοαντισώµατα Κλινικές συσχετίσεις 
αντί-Ro52/TRIM21  
αντί-Ro60/TROVE2 
αντί-La/SSB 
• νεότερη ηλικία κατά τη διάγνωση και µεγαλύτερη διάρκεια 
νόσου  
• υπολειτουργία εξωκρινών αδένων που επικυρώνεται από 
λειτουργικές δοκιµασίες 
• σοβαρή διήθηση των σιελογόνων αδένων 
• διόγκωση των σιελογόνων αδένων  
• εξωαδενικές εκδηλώσεις 
• υπεργαµµασφαιριναιµία, κρυοσφαιριναιµία 
• Νεογνικός Λύκος-ΣΚΑ 
αντί-U1RNP    σύνδροµο Sjögren επικαλυπτόµενο µε ΜΝΣΙ 
Ρευµατοειδής Παράγων 
• νεότερη ηλικία κατά τη διάγνωση 
• εξωαδενικές εκδηλώσεις 
Κρυοσφαιρίνες 
• νεότερη ηλικία κατά τη διάγνωση   
• διόγκωση των σιελογόνων αδένων    
• εξωαδενικές εκδηλώσεις  
• MALT λέµφωµα  
• Χαµηλό συµπλήρωµα 
• υπεργαµµασφαιριναιµία  
αντί-Κεντροµεριδίου (ACA) 
• σύνδροµο Sjögren επικαλυπτόµενο µε συστηµατική σκλήρυνση 
• Ήπια νόσος 
• Αρνητική συσχέτιση αντί-Ro/SSA, αντί-La/SSB αντισώµατα 
αντί-Mιτοχονδριακά (AMA) Πρωτοπαθής χολική κίρρωση 
αντί-Λείων µυών Αυτοάνοση ηπατίτιδα  
αντί-κυκλικών κιτρουλλινο-
ποιηµένων πεπτιδίων (αντί-CCP) 
Αρθρικές εκδηλώσεις  
αντί-Μουσκαρινικού υποδοχέα 3 Συµπτώµατα ξηρότητας 
αντί-καρβονικής ανυδράσης Νεφρική σωληναριακή οξέωση  
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ΥΠΟΜΝΗΜΑ 
Σχηµατική αναπαράσταση της ανάπτυξης και ρύθµισης των χυµικών αυτοάνοσων 
αποκρίσεων στο σύνδροµο Sjögren. Στους φλεγµαίνοντες σιελογόνους ιστούς, η έκθεση 
των επιθηλιακών κυττάρων του αδένα (ΕΚΣΑ) σε σήµατα κινδύνου ή σήµατα που 
προάγουν την απόπτωση τα οδηγεί στο να εκφράσουν υψηλά επίπεδα των ενδοκυττάριων 
αυτοαντιγόνων, απελευθερώνοντάς τα στο µικροπεριβάλλον µέσω των εξωσωµατίων ή 
των αποπτωτικών σωµατίων. Αυτά τα πλήρη αυτοαντιγόνων σωµάτια δεσµεύονται κι 
επεξεργάζονται από αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (ΑΠΚ), οδηγώντας στην 
ενεργοποίηση των Β κυττάρων και την έκπτυξη πλασµατοκυττάρων, τα οποία παράγουν 
αυτοαντισώµατα. Η ανίχνευση και η παθογένεια των παραγόµενων αυτοαντισωµάτων 
εξαρτάται από την ισορροπία των ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων και την 
ύπαρξη ενός δικτύου ιδιοτυπικών/αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων, το οποίο 
εξουδετερώνει τη δράση των παθογενετικών αυτοαντισωµάτων. 
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ABSTRACT 
Sjögren’s syndrome (SS) is a systemic autoimmune disease characterized by periepithelial 
lymphocytic infiltrates in affected tissues and the production of plethora of autoantibodies. 
Among them autoimmune responses against Ro/SSA and La/SSB are of major importance since 
their detection is routinely used for disease diagnosis and clinical characterization. Although the 
exact mechanisms underlying disease pathogenesis are not fully understood, the important role of 
salivary gland epithelial cells (SGEC) in the initiation and development of the local immune 
responses is well-established. SGECs are also capable to mediate the exposure of the Ro/SSA and 
La/SSB autoantigens to the immune system by elevated apoptosis and autoantigen release in 
apoptotic bodies and/or by the secretion of autoantigen-containing exosomes. The expression of 
these autoantigens in epithelial cells appears to be tightly regulated. Up-to-date, signaling of 
certain innate immunity receptors, such as TLR3, appear to be implicated in the regulation of 
Ro/SSA and La/SSB expression by SGECs, whereas the deregulated expression of certain 
miRNAs that are predicted to target them in SS patients suggests a regulatory feedback at the 
post-transcriptional level. In the periphery, the humoral autoimmune responses are further 
regulated by the development of an active network of idiotypic-antiidiotypic antibodies. The 
plethora of mechanisms suggests that autoimmune humoral responses in SS are tightly regulated. 
In this review, the major humoral autoimmune responses, recent advances on the role of epithelial 
cells in their development, as well as possible regulatory mechanisms will be discussed.  
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HIGHLIGHTS  
• Autoantibodies in SS characterize clinical subgroups and phenotypes. 
• The affected exocrine glands are sites of autoreactive B-cell activation and 
autoantibody production. 
• The epithelial cell plays an instrumental role for autoantibody production. 
• Regulation of the autoimmune response is achieved at tissue level, through activation 
and apoptosis of the epithelial cell, and at the protein level via an active idiotypic-
antiidiotypic network. 
• Impaired antiidiotypic responses to anti-La/SSB in maternal sera have been 
associated with NLE. 
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INTRODUCTION  
Sjörgen’s syndrome (SS) is a chronic systemic autoimmune disease characterized by a 
diverse clinical spectrum ranging from local exocrinopathy to extraglandular, systemic 
manifestations that affect several organs (eg. lungs, liver, kidneys, central nervous 
system). The destruction of affected tissues (mainly salivary and lacrimal glands) is 
associated with dense lymphocytic infiltrates. Another feature of the disease is B cell 
hyperactivity, as attested by abundant production of autoantibodies. The major 
autoantibodies in SS target the intracellular antigens Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and 
La/SSB, which are parts of ribonucleoproteins-RNA complexes [1].  
The detection of autoreactive antibodies against intracellular autoantigens is essential for 
disease prognosis, diagnosis and clinical classification of patients with autoimmune 
disorders. Over the last fifteen years, emerging data led to the characterization of 
autoantibody production as an antigen-driven procedure, since: a) certain autoantibodies 
are disease specific, b) the majority of autoantibodies detected are of the IgG class, which 
is suggestive of an antigen-dependent T-cell help [2], b) autoimmune responses are 
mainly polyclonal, targeting multiple epitopes within the same or interacting autoantigens 
[2], and d) immunization of experimental animals with fragments of the autoantigens 
results in intra- and inter-molecular spreading of the immune response, similar to that 
observed after immunization with foreign antigens [3, 4]. Despite extensive studies, the 
mechanisms operating for the exposure of certain intracellular autoantigens to the 
immune system remain rather elusive. The unraveling of the pathogenic mechanisms of 
SS revealed the crucial role of the epithelial cells in the initiation and regulation of 
autoimmune responses. The latter may also be implicated in the development of 
autoimmune responses against Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and La/SSB autoantigens. 
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In this review, recent advances on the diagnostic significance of autoantibodies in SS, the 
description of SS autoimmune lesions, the role of epithelial cells in disease pathogenesis 
and the candidate regulatory mechanisms for autoantibody production are discussed.  
 
THE PATHOLOGIC LESION  
Xerostomia (mouth dryness) and xeropthalmia (dryness of the eyes) owing to the 
dysfunction of the salivary and lacrimal glands, respectively, are the most common 
clinical manifestations of SS [1]. The dysfunction of the exocrine glands is commonly 
associated with the development of periepithelial lymphocytic infiltrates of variable 
degree. Studies investigating the inflammatory lesion of SS are mainly conducted in 
labial minor salivary glands (MSG). T and B cells constitute the vast majority of 
infiltrating mononuclear cells at the MSG inflammatory lesions of SS, with their 
prevalence varying according to the severity of the infiltrates. Thus, in mild lesions T 
cells predominate, whereas in severe B cells constitute the main population [5, 6]. The 
majority of infiltrating T cells bear the CD4 phenotype and appear to be activated [5, 7, 
8]. The prevalence of CD4+-T cells decreases with lesion severity, whereas the 
prevalence of CD8+-T cells remains unchanged [5]. Likewise, the prevalence of 
regulatory T cells associates with lesion severity, with the higher values to be observed at 
intermediate lesions [7]. NK-cells and professional antigen-presenting cells, such as 
macrophages and dendritic cells, comprise a small, but considerable portion of the 
infiltrating mononuclear cells, and their percentage correlates with the grade of the 
lesions [5, 9-11]. Furthermore, in the majority of SS patients, the grade and the 
composition of the MSG inflammatory lesions are fully developed at the time of 
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diagnosis, remaining largely unchanged thereafter. The only evolution observed involved 
the development of MALT-lymphoma in certain SS patients expressing adverse 
serological prognostic factors (i.e. C4 hypocomplementemia and cryoglobulinemia) [6]. 
These findings suggest that SS patients can be distinguished according to the 
predominant infiltrating mononuclear cell population into T-cell or B-cell driven 
autoimmune responses, which is of major importance for the proper treatment selection.  
The factors or the cells implicated in the recruitment and accumulation of immune cells 
in the “inflamed” salivary glands have not been fully elucidated. Data that emerged over 
the last two decades, indicated that epithelial cells, the main target of local autoimmune 
responses are not “passive bystander targets”, but key regulators of local immune 
responses supporting that the disease is in fact an “autoimmune epithelitis” [1, 12, 13]. 
The first evidence about the epithelial role in SS pathogenesis was raised by clinical and 
histopathological observations, which indicated that the inflammatory lesions at the 
affected organs are developed around epithelia [13]. Immunohistochemical analyses of 
MSG tissues of SS patients revealed that epithelial cells proximal or distal to 
inflammatory lesions express numerous immune-modulatory molecules, such as 
cytokines or chemokines that mediate the recruitment, homing and differentiation of 
immunocytes, including B and T cells, as well as germinal center formation, adhesion 
molecules, MHC molecules, B7 and CD40 costimulatory molecules, molecules 
implicated in death due to apoptosis, as well as autoantigens and functional innate 
immunity receptors [1, 14].  All the previous data suggested the significant role of 
epithelial cells in the regulation of immune responses that was further confirmed by 
subsequent findings obtained by the study of long-term cultured, non-neoplastic salivary 
gland epithelial cells (SGEC) established from SS patients and sicca-complaining control 
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individuals, devoid of the inflammatory tissue microenvironment and the lymphocytic 
crosstalk [15]. Thus, long-term cultured SGEC from SS patients were shown to 
functionally express all the aforementioned molecules implicated in both innate and 
adaptive immunity, such as cytokines and chemokines, adhesion and costimulatory 
molecules, death receptors, as well as receptors involved in innate immunity, including 
CD91 and various TLRs [1, 12, 16-18]. The constitutive expression of these molecules in 
SGEC from SS patients was found to remain stable even after prolonged cultivation and 
to be significantly higher than those obtained from non-SS sicca-complaining controls, a 
fact suggesting an intrinsic activation of salivary epithelia [reviewed in [12]]. Thus, 
SGEC seem to be equipped with the full armamentarium of professional antigen 
presenting cells, rendering them able to orchestrate the local autoimmune responses. 
Furthermore, SGEC were found able to mediate the exposure of intracellular autoantigens 
to the immune system by two pathways. First, the elevated cell-death due apoptosis and 
the subsequent release of autoantigen-containing apoptotic blebs [12, 19-21], and second, 
by the secretion of exosomes, fully loaded with autoantigenic proteins, including Ro/SSA 
and La/SSB [22]. Taken together, these observations have led to the assumption that 
salivary glands are sites of autoantibody production, a hypothesis that will be extensively 
discussed later.    
 
SERUM AUTOANTIBODIES AND CLINICAL PHENOTYPES 
B-cell hyperactivity is a major characteristic of SS and is predominantly manifested as 
severe hypergammaglobulinemia and production of autoantibodies against various 
autoantigens that are summarized at Table-1. Antinuclear antibodies (ANA) are present 
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in the sera of 59-85% of patients [23], whereas antibodies against Ro/SSA and La/SSB 
autoantigens are the major autoantibodies in the syndrome and represent a diagnostic tool 
for the disease, as defined by the American-European classification criteria for SS [24].  
Anti-Ro/SSA antibodies represent two distinct entities of autoantibodies that react with 
two non-homologous proteins, the Ro52/TRIM21 and Ro60/TROVE2, respectively. 
Ro52/TRIM21 is a tripartite motif containing protein that has been shown to act as an a) 
intracellular Fc-Receptor and b) E3-ubiquitin-protein ligase that is implicated in the 
regulation of cell proliferation and activation induced cell death, as well as the regulation 
of TLR signaling and subsequent IFN production by polyubiquitin-mediated degradation 
of IRFs [25]. Ro60/TROVE2 protein is a ring-shaped RNA-binding protein that 
participates in the quality control of nascent transcripts, including the recognition and 
leading of misfolded defective RNAs to degradation [26]. Furthermore, Ro60/TROVE2 
has been shown to promote cell survival after ultraviolet (UV) irradiation, possibly by 
assisting in the decay of the UV-induced damaged RNA [26]. On the other hand, La/SSB 
appears to also be a RNA binding protein, involved in diverse aspects of RNA 
metabolism. It chaperones or binds to precursor RNA molecules, in order to protect them 
from nuclease-mediated decay and to facilitate their correct processing, folding and 
maturation by specific ribonucleases [27]. It is also involved in the regulation of micro-
RNAs (miRNAs) expression by protecting and stabilizing of pre-miRNAs from nuclease 
activity [28]. Other functions that have been attributed to the La/SS-B are a) enhancement 
of cap-independent translation of viral or human mRNAs that contain internal ribosome 
entry sites (IRES) or 5′-terminal oligopyrimidine motifs that encode ribosome subunits 
and translation factors, potentially through RNA chaperone activity, b) efficient RNAi, 
antiviral defense and transposon silencing by facilitating the release of cleaved mRNA 
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from the RNA-induced silencing complex (RISC) and thus promoting the multiple-
turnover of RISC catalysis, c) regulation of cell proliferation and tumor progression by 
promoting the IRES-dependent translation of the cyclin D1 (CCND1) protein [27-29]. 
Studies performed over two decades ago did not distinguish between anti-Ro52/TRIM21 
and anti-Ro60/TROVE2 antibodies and although autoantibodies against both 
Ro52/TRIM21 and Ro60/TROVE2 proteins co-exist in a significant proportion of 
patients, distinct clinical features seem to be specifically associated with each specificity 
[30, 31]. Anti-Ro52/TRIM21 seems to be the most common specificity in patients with 
SS (66.7%), whereas anti-Ro60/TROVE2 and anti-La/SSB antibodies are found in 52.1% 
and 49% of SS sera, respectively [25, 32]. Detection of these autoantibodies in patients’ 
sera has been correlated with longer disease duration before diagnosis, extensive 
lymphocytic infiltration of MSG, severe exocrine gland hypofunction and recurrent 
parotid gland enlargement. Moreover, they are associated with a higher prevalence of 
extraglandular features, the most noteworthy  of which is vasculitis [33-35]. In addition, 
these autoantibodies have been strongly associated with the development of neonatal 
lupus syndrome, where they are thought to have direct pathogenic role. In this syndrome, 
maternal IgG autoantibodies pass through the placenta to the fetal circulation causing 
injuries to the affected organs [36].  
Another set of autoantibodies with high prevalence in SS patients are rheumatoid factor 
and cryoglobulins with the former being present in 36-74% and the latter in 9-15% of SS 
sera, respectively [37-39]. Both types of autoantibodies are associated with 
extraglandular manifestations and younger age at diagnosis. The detection of 
cryoglobulins outlines a high risk for poor disease outcome and lymphomagenesis [40, 
41].  
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The anti-centromere antibodies (ACA), which have high value in the diagnosis of the 
limited form of systemic sclerosis, are also found in 4-17% of SS patients. ACA-positive 
SS patients seem to comprise a distinct clinical subgroup, characterized by overlapping 
clinical manifestations with systemic sclerosis and milder disease compared to both 
ACA-negative SS patients or patients with systemic sclerosis [42-45].  
An additional specificity that requires attention is the autoantibodies against cyclic 
citrullinated peptides (anti-CCP). Although they are considered as specific markers for 
the diagnosis and prognosis of rheumatoid arthritis, their prevalence in SS patients has 
been estimated to range between 3-10% [46-49]. Anti-CCP reactivity is correlated with 
non-erosive arthritis in SS patients, whereas there is a controversy about its association 
with joint synovitis [47-50]. 
Anti-mitochondrial antibodies (AMA), which serve as a diagnostic serological marker of 
primary biliary cirrhosis (PBC), target the components of the ketoacid dehydrogenase 
complex and predominantly (in 95% of North American and European PBC sera) the 
pyruvate dehydrogenase subunit [51]. AMA are reportedly present in 1.7-13% of SS 
patients, with the rate rising to 3-27% depending on the diagnostic method applied [52]. 
AMA positivity in SS patients has been associated with liver involvement [52]. The 
histopathologic profile of liver and salivary gland lesions are comparable. In both 
disorders, the tissue lesion is characterized by periductal lymphocytic infiltrates, which 
primarily consist of CD4+ T-cells. Moreover, in both entities, the histopathologic lesions 
present slow or no progression during disease course [53], whereas epithelial cells 
aberrantly express immunomodulatory molecules, suggesting that both manifest as 
“autoimmune epithelitis”.  
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Antibodies to muscarinic receptors, detected by functional methods or the use of 
synthetic peptides, have been described in SS patients. Muscarinic receptors (MRs or 
mAChRs) are acetylcholine receptors that form G protein-receptor complexes in the 
plasma membranes of certain neurons or other cells. Their functions are numerous, the 
most noteworthy being their function as the main receptors stimulated by acetylcholine 
released from postganglionic fibers in the parasympathetic nervous system [54, 55]. 
Muscarinic receptors received their name from their higher affinity to muscarine than 
nicotine and have been further categorized in five subgroups (M1R-M5R) depending on 
their reactions with several selective agonists and antagonists. Two decades ago, it was 
demonstrated that agonist-mediated stimulation of M3R in rat salivary glands led to 
saliva production [56] and subsequent studies revealed that M3R, rather than M1R, was 
fundamental for the parasympathetic regulation of saliva secretion [57]. Further studies 
attempting to associate the role of anti-M3R autoantibodies in SS sera with defective 
saliva production were based on functional rather than solid phase assays. It was shown 
that anti-M3R antibodies in SS sera functionally regulate the M3R mediated saliva 
production [58]. Further functional studies led to the assumption that anti-M3R 
antibodies contribute to sicca manifestations, potentially via direct blockade of 
neurotransmission [59]. Subsequent functional analyses utilizing SS sera [60], the 
employment of bioinformatics and chemically synthesized peptides led to the 
identification of possible antigenic targets on M3R molecule; thus, characterizing the 
second extracellular loop of M3R as the most prominent target of anti-M3R autoimmune 
responses [28, 61]. Nevertheless, discrepancies in solid-based assays (ie. ELISA) [62] 
and the difficulties observed in detecting anti-M3R antibodies by conventional 
immunologic techniques [63] failed to provide a consensus for the association of anti-
M3R occurrence with clinical manifestations. 
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Carbonic anhydrases comprise a family of enzymes that catalyze the conversion of 
carbon dioxide and water to bicarbonate and protons and vice versa. They are classified 
as metalloproteases, since their active site contains a zinc ion and they are mainly 
involved in the regulation of acid base balance in blood and other tissues, and in aiding 
carbon dioxide transport out of tissues. Autoantibodies targeting carbonic anhydrase II 
(anti-CAII) are present in 12.5-20.8% of SS patients [64, 65]. Furthermore, experimental 
immunization of PL/J mice with human carbonic anhydrase II evoked experimental 
autoimmune sialadenitis in mice, suggesting that anti-CAII antibodies could have a role 
in SS pathogenesis [66]. The occurrence of anti-CAII antibodies has been associated with 
distal renal tubular acidosis [67]. 
Finally, another set of autoantibodies that can be found in SS patients are the anti-smooth 
muscle antibodies (ASMA). Their prevalence in SS is around 30% [68]. In general, 
ASMA along with ANA positivity are indicative of type-1 autoimmune hepatitis [69], 
however, their clinical value in SS is not clear. It has been reported that ASMA positivity 
in SS patients correlates with autoimmune hepatitis [70-72], but this was not corroborated 
[23].  The aforementioned autoantibodies and their associations with the expression of SS 
are summarized at Table 2. 
 
REGULATION OF THE AUTOIMMUNE RESPONSE 
Similarly to immune reactions against foreign antigens, autoimmune responses are tightly 
regulated. The aforementioned data, as well as pathways that will be discussed in this 
section, provide evidence for the operation of several potential regulatory mechanisms in 
the development of autoimmune responses. These include either mechanisms mediated 
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exclusively by components of the immune system, such as the formation of idiotypic-
antiidiotypic network or elements of innate immunity, namely TLR expression by 
inflamed epithelia, or wide cellular mechanisms that regulate molecule expression, in this 
case the expression of autoantigens, such as miRNAs.     
Salivary glands are sites of autoantigen presentation and initiation of the immune 
response 
Despite intensive studies, the mechanisms involved in the generation, as well as the sites 
of autoantibody production are not defined. The affected exocrine glands appear to serve 
as a major site of autoantibody formation. This is supported by the following findings: a) 
lymphocytic infiltrates in approximately 20% of SS patients form germinal center-like 
aggregates in the salivary glands [73, 74] and contain autoreactive B cells, b) the saliva of 
SS patients contains high levels of IgG, as well as anti-Ro/SSA and anti-La/SSB 
autoantibodies, and c) many of the infiltrating plasma cells contain intracytoplasmic 
immunoglobulins with anti-Ro/SSA activity [75]. Finally, it has been reported that 
nuclear autoantigens translocate to the  cytoplasm and the cellular membrane during 
ductal cell apoptosis [20]. In line with the local autoantibody production in the salivary 
glands, is the elevated epithelial expression of BAFF and various chemokines that 
regulate B cell survival and differentiation by SGEC. As mentioned earlier, SGEC 
demonstrate properties of antigen-presenting cells, thus being able to coordinate local 
immune responses. An additional important role that has been attributed to SGEC is the 
exposure of intracellular antigens and their presentation to the immune system. It appears 
that this is achieved by two processes, the apoptotic cell death and the release of 
exosomes. Apoptotic cell death has been shown to result in the exposure of 
Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and La/SSB autoantigens through the release of 
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autoantigen-loaded apoptotic blebs [12, 20]. Although cultured SGEC have been found 
resistant to Fas-mediated apoptosis, they were rendered sensitive by a second signal, such 
as CD40 signaling [19, 76], whereas they have been shown to undergo detachment-
induced apoptosis (termed as anoikis) in response to TLR3 stimulation [14]. The in-vitro 
data supporting that epithelial cells die through apoptosis are further supported by 
noumerous studies showing elevated apoptosis of the salivary gland epithelia in SS 
patients [reviewed in [1]]. Exosomes are small membrane vesicles of endocytic origin 
with a diameter between 30 and 100 nm that are secreted by almost every cell type. They 
are involved in diverse physiological processes, including the exchange and discharge of 
intracellular material. They have been proven to play a key regulatory role in immune 
respones by mediating  T-cell activation and the  transport of antigens to antigen-
presenting. Cultured SGEC release exosomes that contain the major autoantigens 
Ro/SSA, La/SSB and Sm and express on the surface MHC molecules, indicating that they 
are capable to activate the immune system [22].  
The pivotal role of epithelia in autoantibody production has been recently shown in an 
experimental mouse model lacking the transcriptional regulator IκB-ζ [77]. More 
particularly, IκB-ζ deficient mice, which are prompted to epithelial apoptosis, were found 
to spontaneously develop an SS-like inflammation, manifested as dacryoadenitis 
associated with the development of lymphocytic infiltrates in the affected tissue and 
production of high titers of the SS-associated autoantibodies Ro/SSA and La/SSB. This 
phenotype was found to specifically correlate with increased apoptosis of epithelial, but 
not the immune, cells. Furthermore, it was significantly reversed by treatment with 
caspase inhibitors, a finding that strengthens the role of epithelial apoptosis in 
autoimmune responses and provides a mechanistic insight on how the apoptosis of 
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epithelial cells can initiate local inflammation, lymphocytic recruitment and autoantibody 
production, characteristic of SS. 
Antiidiotypic antibodies targeting autoantibodies: Possible suppressors of 
autoimmunity 
One of the major immunologic breakthroughs proposed by Nobel laureate N.K. Jerne 
four decades ago was the idiotypic-antiidiotypic network theory [78]. Jerne suggested 
that the antibodies recognizing a specific epitope on an antigen are also capable to induce 
an immune response against them, which in turn leads to the production of antiidiotypic 
antibodies that neutralize the former antibodies. According to this theory, the proportion 
of idiotypic and antiidiotypic antibodies in the circulation is balanced, forming a network 
of idiotypic-antiidiotypic antibodies and resulting in the neutralization of idiotypic 
antibodies by the antiidiotypes, leading eventually to downregulation of the humoral 
responses. 
This property of the immune system is obviously very important in autoimmune diseases, 
since it provides a regulatory mechanism to neutralize the harmful effects of 
autoantibodies. However, the study of the idiotypic-antiidiotypic network has some 
inherent difficulties arising from the following reasons: 1) the autoimmune response is 
heterogeneous, directed against multiple epitopes within various autoantigens, 2) the 
antiidiotypic antibodies are blocked and neutralized by autoantibodies, 3) the purification 
methodologies for antiidiotypic antibodies cannot, so far, disclose a homogeneous 
antiidiotypic antibody population to be used for further studies.  
In our laboratory we used complementary peptides to major epitopes of La/SSB, 
spanning amino acids (aa) 349-364 of the protein. The complementary peptides can bind 
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the antiidiotypic antibodies of anti-La/SSB (349-364aa) autoantibodies and, therefore, are 
useful tools to evaluate the idiotypic-antiidiotypic network. Experiments on this subject 
revealed the following [reviewed in [79]]: 
4. Sera of patients with SS contain an active idiotypic-antiidiotypic network of the 
autoantigen La/SSB. 
5. Immunization of animals with either epitopes or their complementary peptides 
results in the production of both idiotypic and antiidiotypic antibodies. 
6. A substantial population of anti-La/SSB (349-364aa) are blocked and hidden in 
the conventional immunoassays, by the antiidiotypic antibodies. 
The latter observation prompted us to study mothers who gave birth to children with 
neonatal lupus syndrome (NLS). In studies performed blindly in sera of anti-La positive 
mothers, it was shown that mothers who gave birth to a healthy child had higher titers of 
antiidiotypic antibodies, compared with mothers who gave birth to a child with NLS, 
leading to the assumption that antiidiotypic antibodies are protective, most probably by 
binding to pathogenic anti-La/SSB antibodies, thereby blocking their entrance in the fetal 
circulation [80].  
TLRs as regulators of the local autoimmune responses 
TLRs are a family of highly conserved membrane receptors that are considered as major 
innate immunity sensors and list 12 members in humans and 13 in mice [81]. They 
recognize certain pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), which are small 
molecular motifs conserved within a class of pathogens and mediate the production of 
several proinflammatory and immunomodulatory cytokines that are required for effective 
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acquired responses. Of particular note is TLR3 that recognizes double-stranded RNA, 
which can be delivered locally from viruses or damaged cells, and upon ligation promotes 
the production of type-I interferons [82]. TLR3 appears to play a significant role in SS 
pathogenesis, since its signaling has been shown to reduce salivary gland function in 
several mouse strains and to significantly accelerate sialoadenitis in the NZB/NZW 
mouse model of SS [83-85]. Moreover, its constitutive expression on SGEC is high and 
localized on the cell-surface, which is indicative of a remarkable activation status, 
whereas TLR3 signaling on SGEC by polyI:C treatment has been shown to induce the 
expression of immunomodulatory molecules, interferons, as well as the apoptotic cell 
death via anoikis [14, 86, 87]. On the other hand, autoantigenic proteins have been shown 
capable of activating TLRs through the RNA molecules involved in the formation of their 
RNA-ribonucleoprotein complexes [88]. Furthermore, Ro52/TRIM21 autoantigen, with 
its E3 ubiquitin-protein ligase function has been implicated in the regulation of TLR3, 
TLR7 and TL9 mediated inflammation [25]. Under this perspective, we recently sought 
to investigate whether TLR3 signaling could participate in the regulation of 
Ro52/TRIM21, as well as Ro60/TROVE2 and La/SSB, expression [89]. We found that 
indeed, TLR3, but not TLR4, signaling significantly upregulates the expression of 
Ro52/TRIM21 mRNA expression in SGECs, and that this increment is achieved in two 
steps, one early evident from 6-hrs and one late at 24 to 48-hrs. The late increase of 
Ro52/TRIM21 mRNA expression that was induced by TLR3 signaling in SGECs was 
accompanied by protein redistribution in the nucleus, from nucleolar-like to several dots 
spanning throughout nucleus. The TLR3-induced late Ro52/TRIM21 mRNA increase and 
protein redistribution were found to be largely mediated by IFNβ production. 
Furthermore, TLR3 signaling in SGECs was found to slightly, but significantly induce 
the expression of Ro60/TROVE2 and La/SSB mRNAs [89]. These findings suggest that 
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TLRs might be implicated in the regulation of the expression of autoantigens by non-
immune tissues, by creating large quantities of autoantigens within epithelial cells, which 
under sustained ligation are led to apoptosis and autoantigen exposure to the immune 
system. 
MicroRNAs targeting autoantigens.  
MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding single-stranded RNA molecules 
(approximately 22 nucleotides long) which function as post-transcriptional regulators of 
gene expression in plants and animals [90]. Recent data from in vitro and in vivo 
experiments implicate miRNAs in aberrant immune responses and consequently 
autoimmune manifestations [91]. Despite rising interest in miRNA implication in 
autoimmunity, only a few studies have investigated their participation in SS 
etiopathogenesis. Alevizos et al. explored miRNA signatures in salivary glands from SS 
patients [92] and has reported 94 miRNAs that are differentially expressed between 
salivary glands obtained from SS patients and non-SS controls. Furthermore, the 
expression profile of these miRNAs can discriminate different SS patients regarding to 
salivary hypofunction and lymphocytic infiltration severity.  
A recent study from our lab revealed a different aspect in the pathophysiologic role of 
miRNAs in SS. In an attempt to identify possible regulators of Ro52/TRIM21, 
Ro60/TROVE2 and La/SSB expression, we selected by a computational approach a panel 
of eleven miRNAs that are predicted to target Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and/or 
La/SSB mRNAs and analyzed their expression in salivary glands (SG) tissues, peripheral 
blood mononuclear cells (PBMC) and SGEC of SS patients and non-SS controls [93]. 
Seven miRNAs, including let-7b, miR-16, miR-181a, miR-200b, miR-200b*, miR-223 
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and miR-483-5p were found to be expressed in SGs, PBMCs and SGECs. Among these, 
miR-181a, miR-200b and miR-223 were found to be significantly upregulated in SGs, 
SGECs PBMCs, respectively, from SS patients compared to non-SS controls. It is 
noteworthy that miR-181a and miR-16 overexpression in SG tissues of SS patients has 
been previously correlated with decreased salivary function [92]. Lastly, let-7b miRNA 
expression was downregulated in SGECs established from SS patients that were anti-
Ro/SSA positive and/or anti-La/SSB positive, as compared to anti-Ro/SSA and anti-
La/SSB negative SS patients. The rest of miRNAs investigated were not found to be 
differentially expressed in the aforementioned two SS subgroups [93]. However, it should 
be noted that the multiplicity of miRNA targets and the complexity of their regulation 
render extremely difficult the interpretation of data concerning their role in autoimmune 
responses. 
In summary, the autoimmune responses in SS appear to be extremely regulated. This is 
indicated by a) the complex pathways involved in the expression of intracellular 
autoantigens by non-immune tissues, such as glandular epithelia, that include the cross-
talk of innate immunity signals and post-transcriptional regulation and b) the mechanisms 
involved in the exposure of these autoantigens in the immune system and the 
development of autoimmune reactions, with special attention to the apoptotic cell death 
and the release of autoantigen-loaded exosomes by SGECs (Figure-1). Further studies are 
needed to elucidate the regulation of autoantigen expression, as well as the autoantibody 
production and pathogenicity in SS, and to enable the development of therapeutic 
interventions.  
The above-mentioned data were presented at the 12th International Symposium on 
Sjörgen’s Syndrome that was held at Kyoto, Japan on October 9-12, 2013. Along with the 
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other studies presented in this special issue of the Journal of Autoimmunity, sheds a light 
on the novel clinical, pathogenic and therapeutic aspects of the disease. 
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Table 1. Prevalence of autoantibodies in SS patients. 
Autoantibodies against Prevalence (%) 
Ro52/TRIM21  66.7 
Ro60/TROVE2 52.1 
La/SSB 49 
U1RNP 2 
Rheumatoid factor  36-74 
Cryoglobulins  9-15 
Centromere (ACA) 4-17 
Mitochondria (AMA) 1.7-27 
Smooth muscle 30 
Cyclic citrullinated peptides (anti-CCP) 3-10 
Calreticulin  20 
Muscarinic 3 receptor 11 
Carbonic anhydrases 12.5-20.8 
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Table 2. Association of autoantibodies with clinical features of SS patients. 
Autoantibodies against Clinical associations 
Ro52/TRIM21  
Ro60/TROVE2 
La/SSB 
• younger age at diagnosis and longer disease duration  
• exocrine gland hypofunction as attested by functional tests 
• severe infiltration of salivary glands 
• salivary gland enlargement  
• extraglandular manifestations 
• hypergammaglobulinemia, Cryoglobulinemia 
• Neonatal lupus-congenital heart block 
U1RNP    Overlapping syndrome with MCTD 
Rheumatoid factor  
• younger age at diagnosis  
• extraglandular manifestations  
Cryoglobulins  
• younger age at diagnosis   
• salivary gland enlargement  
• extraglandular manifestations  
• MALT lymphoma  
• hypocomplementemia 
• hypergammaglobulinemia  
Centromere (ACA) 
• Overlap with systemic sclerosis 
• Milder disease 
• Negative correlation with anti-Ro/SSA, anti-La/SSB 
antibodies 
Mitochondria (AMA) Primary biliary cirrhosis 
Smooth muscle Autoimmune hepatitis 
Cyclic citrullinated peptides (CCP) Articular manifestations  
Muscarinic 3 receptor Sicca symptoms 
Carbonic anhydrases Renal tubular acidosis 
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LEGEND TO FIGURE  
Schematic representation of the development and regulation of humoral autoimmune responses in 
SS. At inflamed salivary tissues, exposure to danger or apoptosis-inducing signals leads glandular 
epithelial cells (SGECs) expressing the intracellular autoantigenic proteins to discharge them to 
the microenvironment through exosomes or apoptotic bodies. These autoantigen-loaded vesicles 
are processed by antigen-presenting cells (APCs) and result to the activation of B cells and the 
generation of autoantibody-producing B cells. The detection and pathogenicity of the produced 
autoantibodies depends on the balance of idiotypic/antiidiotypic antibodies and the development 
of an idiotypic/anti-idiotypic network, which neutralizes the pathogenic autoantibodies. 
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Μοτίβο Αναγνώρισης RNA (ΜΑR) της La/SSB: Η Γέφυρα για ∆ιασωµατιακή 
Επέκταση της Αυτοάνοσης Απόκρισης στο U1-RNP 
Ιωάννης Γ. Ρούτσιας, Νικόλαος Χ. Κυριακίδης, Michael Latreille, Αθανάσιος Γ. 
Τζιούφας. 
 
Περίληψη 
Ο Συστηµατικός Ερυθηµατώδης Λύκος (ΣΕΛ) χαρακτηρίζεται από την παραγωγή ποικίλων 
συνόλων αυτοαντισωµάτων τα οποία στοχεύουν κυρίως τo U1 ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σωµάτιο 
(RNP) ή/και το Ro/La ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύµπλοκο. Η διαφοροποίηση της αυτοάνοσης 
απόκρισης από το ένα σύµπλοκο στο άλλο (διασωµατιακή διαφοροποίηση) θεωρείται ότι 
επιτυγχάνεται µέσω επέκτασης επιτόπων. Έως τώρα, παραµένει άγνωστο το πώς η αυτοάνοση 
απόκριση “µεταπηδά” από ένα σωµάτιο σε κάποιο άλλο. ∆εδοµένου ότι η πλειονότητα των 
πυρηνικών αυτοαντιγόνων στο ΣΕΛ είναι πρωτεΐνες που δεσµεύουν RNA και οι κύριοι επίτοποί 
τους έχουν προηγουµένως χαρτογραφηθεί εντός των περιοχών ΜΑR τους (µοτίβα αναγνώρισης 
RNA), στην πορεία της διαµοριακής και διασωµατιακής διαφοροποίησης της αυτοάνοσης 
απόκρισης µπορεί να εµπλέκονται συντηρηµένες αλληλουχίες εντός των ΜΑR. ∆ιερευνήσαµε τη 
δυνατότητα της περιοχής ΜΑR του αυτοαντιγόνου La/SSB να επάγει την παραγωγή 
αντισωµάτων, τα οποία αναγνωρίζουν µε διασταυρούµενη αντίδραση συστατικά του U1-RNP και 
εποµένως την ικανότητά του ΜΑR του να προάγει τη διασωµατιακή επέκταση επιτόπων. 
Ανοσοποιήσαµε λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας µε ένα πεπτίδιο που αντιστοιχεί στον επίτοπο 
145–164 της La/SSB (αλληλουχία που ανήκει στο ΜΑR της La/SSB), συνδεδεµένο µε τέσσερα 
αντίγραφα ενός ικριώµατος-φορέα. Ελήφθησαν οροί από 20 ασθενείς µε ΣΕΛ και αντί–U1-RNP 
αντισώµατα και οροί 26 ασθενών µε πρωτοπαθές σύνδροµο Sjögren και έχουν αντί-La/SSB 
αντισώµατα. Όλοι οι οροί εξετάσθηκαν για την ενεργότητά τους ενάντια στον κύριο επίτοπο της 
La/SSB (πεπτίδιο 349–364), στο αντιγόνο U1-RNP και τον σχετιζόµενο µε το ΜΑR επίτοπο της 
La/SSB (πεπτίδιο 145–164). Ειδικά αντισώµατα έναντι του πεπτιδίου 145–164 από επιλεγµένους 
ορούς αποµονώθηκαν µε στήλες ανοσοσυγγένειας. Έπειτα από την ανοσοποίηση των ζώων µε το 
πεπτίδιο 145-164, ανιχνεύθηκαν ειδικά IgG αντισώµατα, έναντι του αυτοαντιγόνου La/SSB 
(εβδοµάδες 3–7), του πεπτιδίου που χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοποίηση (εβδοµάδες 3–27), 
και του αυτοαντιγόνου RNP (εβδοµάδες 7–20). Η απόκριση αυτή µειώθηκε σταδιακά φτάνοντας 
σε χαµηλά επίπεδα µεταξύ των εβδοµάδων 27–42 µετά την ανοσοποίηση. Τα κεκαθαρµένα 
αντισώµατα έναντι του πεπτιδίου 145–164 αναγνώριζαν σε ανοσοαποτύπωση κατά Western την 
πρωτεΐνη La/SSB και ένα αυτοαντιγόνο µοριακού βάρους 70-kD και επέδειξαν σηµαντική 
ενεργότητα σε ανοσοενζυµατική ανίχνευση στερεάς φάσης (Εnzyme Linked Immuno Sorbent 
Assay: ELISA) έναντι της πρωτεΐνης U1-RNP. Εξάλειψη των αντισωµάτων έναντι του πεπτιδίου 
145-164 οδηγούσε σε απαλοιφή της δραστικότητας έναντι του U1-RNP σε ορούς 
ανοσοποιηµένων κουνελιών, αλλά όχι σε ανθρώπινους ορούς. Ακόµη, το πεπτίδιο 145–164 
αναγνωριζόταν σε µεγαλύτερο βαθµό από αυτοάνοσους ορούς µε αντί-RNP δραστικότητα σε 
σύγκριση µε αντί-La/SSB-θετικούς ορούς, σε αντίθεση µε το πεπτίδιο 349–364 της La/SSB, το 
οποίο αναγνωριζόταν σχεδόν αποκλειστικά από ορούς µε αντί-La/SSB ενεργότητα. Τα δεδοµένα 
αυτά  υποδηλώνουν ότι η  περιοχή ΜΑR της La/SSB µπορεί να πυροδοτήσει διασωµατιακή 
διαφοροποίηση της απόκρισης των B κυττάρων στο αυτοαντιγόνο U1-RNP-70 µέσω µοριακής 
µίµησης. Ο προσδιορισµός των βασικών αλληλουχιών που πυροδοτούν και διαιωνίζουν την 
αυτοάνοση διαδικασία είναι ιδιαίτερα σηµαντικός για την κατανόηση των παθογενετικών 
µηχανισµών στην αυτοανοσία. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
Τα αυτοάνοσα νοσήµατα, τα οποία προκαλούνται από απώλεια της αυτοανοχής, 
χαρακτηρίζονται από την εµφάνιση αυτοαντισωµάτων και αυτοδραστικών T 
λεµφοκυττάρων. Ο Συστηµατικός Ερυθηµατώδης Λύκος (ΣΕΛ) θεωρείται ως πρότυπη 
συστηµατική αυτοάνοση διαταραχή που περιλαµβάνει χυµικές και κυτταρικές επίκτητες 
ανοσολογικές αποκρίσεις. Επηρεάζει το δέρµα, τις αρθρώσεις, τους νεφρούς, τους 
πνεύµονες, το νευρικό σύστηµα, τις ορογόνες µεµβράνες και σχεδόν κάθε όργανο του 
σώµατος (1). 
Ο ΣΕΛ χαρακτηρίζεται από την παραγωγή αυτοαντισωµάτων έναντι των U1-RNP και 
Ro/La ριβονουκλεοπρωτεϊνικών (RNP) συµπλόκων (2). Το σύµπλοκο U1-RNP είναι το 
κύριο συστατικό του µατισώµατος, το οποίο καταλύει το µάτισµα των πρόδροµων 
αγγελιαφόρων RNA (mRNA) σε ώριµο mRNA. Μαζί µε τις πρωτεΐνες Sm, το U1-RNP 
περιλαµβάνει ειδικές πρωτεΐνες (τις RNP 70, RNP A και RNP C) οι οποίες 
αλληλεπιδρούν µε το µήκους 164-νουκλεοτιδίων U1 RNA. Οι πρωτεΐνες RNP-70 και 
RNP-A φέρουν κλασσικά µοτίβα αναγνώρισης RNA (RNA recognition motifs: ΜΑRs) 
και δεσµεύονται άµεσα στο U1 RNA, ενώ η πρωτεΐνη RNP-C συνδέεται µε 
αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης- πρωτεΐνης  µε την RNP-70 και µία ή περισσότερες εκ των 
Sm πρωτεϊνών (3). Παρόµοια, το Ro/La σωµάτιο συντίθεται από ένα από τα τέσσερα 
µικρά, πλούσια σε ουρακίλες hY RNAs (human cYtoplasmic RNAs: ανθρώπινα 
κυτταροπλασµατικά RNA), τα οποία συνδέονται µη οµοιοπολικά µε τουλάχιστον τρεις 
πρωτεΐνες, τα αυτοαντιγόνα Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB (4). Οι 
πρωτεΐνες La/SSB και Ro60/TROVE2 περιέχουν µοτίβα πρόσδεσης RNA [ένα κλασσικό 
ΜΑR και ένα στοιχείο TROVE (telomerase-RO-vault-element), αντίστοιχα] 
επιτρέποντας την άµεση πρόσδεσή τους στο hYRNA, ενώ η Ro52/TRIM21 συµµετέχει 
στο σύµπλοκο µέσω αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης (2,5). Η εντόπιση των 
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Ro/La συµπλόκων είναι κυρίως κυτταροπλασµατική, αλλά η δηµιουργία τους 
πραγµατοποιείται στον πυρήνα (6,7). 
Το Ro/La RNP σωµάτιο θεωρείται ότι διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην έναρξη της 
αυτοανοσίας, καθώς τα αυτοαντισώµατα που στοχεύουν το σωµάτιο αυτό εµφανίζονται 
συνήθως πριν την κλινική εκδήλωση του ΣΕΛ και νωρίτερα από τα αντί-Sm αντισώµατα 
και τα αντισώµατα έναντι πυρηνικών RNP (µέσος όρος 3.4 χρόνια έναντι 1.2 χρόνια) (8). 
Το ποσοστό των ασθενών µε ΣΕΛ που έχουν αντί-Sm αντισώµατα ή αντισώµατα έναντι 
πυρηνικών RNP αυξάνει δραµατικά κατά το έτος που προηγείται της διάγνωσης της 
νόσου, υποδηλώνοντας ότι η εµφάνιση αυτών των αυτοαντισωµάτων προαναγγέλλει την 
κλινική εκδήλωση της νόσου (8). Συγκεκριµένα, η κλινική εκδήλωση της νόσου 
συµπίπτει όχι τόσο µε την εµφάνιση των αντί-Sm ή αντί-RNP αντισωµάτων, αλλά µε την 
παύση της εµφάνισης νέων αυτοαντισωµάτων. Πράγµατι, ο ρυθµός εµφάνισης νέων 
αυτοαντισωµάτων έχει βρεθεί ότι αυξάνεται σταδιακά έως τη στιγµή της διάγνωσης του 
ΣΕΛ και σταµατά µετέπειτα (8). 
Η διαφοροποίηση και ενίσχυση της αυτοάνοσης απόκρισης θεωρείται ότι επιτυγχάνεται 
µέσω επέκτασης επιτόπων, µια διαδικασία κατά την οποία δηµιουργούνται διακριτοί 
επίτοποι που δεν προέρχονται από διασταυρούµενες αντιδράσεις (9,10). Έχουν 
περιγραφεί δύο τύποι επέκτασης επιτόπων: η ενδοµοριακή επέκταση, κατά την οποία η 
αυτοάνοση απόκριση επεκτείνεται σε επίτοπους εντός της ίδιας πρωτεΐνης, και η 
διαµοριακή επέκταση, σε πρωτεΐνες που συγκροτούν το ίδιο µοριακό σύµπλοκο, όπως 
είναι το µατίσωµα και τα σωµάτια Ro/La. ∆εν είναι ακόµα γνωστό το πώς και αν η 
αυτοάνοση απόκριση "µεταπηδά" από ένα σωµάτιο σε άλλο (διασωµατιακή επέκταση). 
∆εδοµένου ότι η πλειονότητα των πυρηνικών αυτοαντιγόνων στο ΣΕΛ είναι πρωτεΐνες 
που δεσµεύουν RNA και οι κύριοί τους επίτοποι έχουν παλαιότερα χαρτογραφηθεί εντός 
των ΜΑR τους (στην περίπτωση των La/SSB, RNP-A και RNP-70 αυτοαντιγόνων) (2), η 
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µοριακή οµοιότητα συντηρηµένων αλληλουχιών εντός των ΜΑR θα µπορούσε να 
συµµετέχει στις διαδικασίες διαµοριακής και διασωµατιακής διαφοροποίησης της 
αυτοάνοσης απόκρισης. Στην εργασία αυτή, µελετήθηκε η δυνατότητα του ΜΑR του 
αυτοαντιγόνου La/SSB να επάγει την παραγωγή αντισωµάτων που αναγνωρίζουν 
συστατικά του σωµατίου U1-RNP, κι εποµένως της ικανότητάς του να προάγει τη 
διασωµατιακή επέκταση επιτόπων. 
 
ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
Οροί ανθρώπων  
Ελήφθησαν οροί από 72 ασθενείς µε πρωτοπαθές σύνδροµο Sjögren  (11), 82 ασθενείς 
µε ΣΕΛ (12), 38 ασθενείς µε ρευµατοειδή αρθρίτιδα (ΡΑ) (13) και 55 υγιή άτοµα. Όλοι 
οι ασθενείς πληρούσαν τα Αµερικάνικα/Ευρωπαϊκά κριτήρια ταξινόµησης για τα 
αντίστοιχα νοσήµατα (11–13). Όλοι οι οροί είχαν προηγουµένως ελεγχθεί για την ύπαρξη 
αντί-Ro/SSA και αντί-La/SSB αυτοαντισωµάτων µε αντίστροφη ανοσοηλεκτροφόρηση 
(counterimmunoelectrophoresis: CIE) και µε ανοσοαποτύπωση, όπως έχει προηγούµενα 
περιγραφεί (14). 
Σύνθεση και καθαρισµός πεπτιδίων  
Ο γραµµικός B κυτταρικός επίτοπος της La/SSB ο οποίος εντοπίζεται εντός του ΜΑR 
αυτής 145TLHKAFKGSIFVVFDSIESA164, και ο κύριος επίτοπος της La/SSB 
349GSGKGKVQFQGKKTKF364 συντέθηκαν σε µορφή πολλαπλών αντιγονικών 
πεπτιδίων (multiple antigenic peptides: MAP) και χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα 
ανοσοποίησης και ELISA. Πιο συγκεκριµένα, τέσσερα αντίγραφα του πεπτιδίου 
συνδέθηκαν στον τετραµερή MAP σκελετό. Το πεπτίδιο-µάρτυρας IASRYDQL (που 
αντιστοιχεί στην αµινοξική αλληλουχία 250–257 της γλυκοπρωτεΐνης gp63 της 
Leismania), το οποίο επιλέχθηκε λόγω του ότι έχει το ίδιο φορτίο µε το πεπτίδιο 145–
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164, σε pH 7, συνδέθηκε σε µορφή MAP, όπως το πεπτίδιο 145–164 και 
χρησιµοποιήθηκε σαν πεπτίδιο-µάρτυρας (ctrl-pep). Ένα επιπλέον πεπτίδιο που 
αντιστοιχεί στον επίτοπο 145TLHKAFKGSIFVVFDSIESA164 συντέθηκε στην ελεύθερη 
µορφή του και χρησιµοποιήθηκε για αποµόνωση αντισωµάτων και αξιολόγηση της 
δραστικότητάς τους. Όλα τα πεπτίδια συντέθηκαν βάσει της διαδικασίας σύνθεσης 
πεπτιδίων σε στερεή φάση, αποµονώθηκαν µε ταχεία υγρή χρωµατογραφία πρωτεΐνης 
(fast protein liquid chromatography) και ελέγχθηκαν µε φασµατογραφία µάζας για την 
ταυτοποίηση της αλληλουχίας τους. 
Ανοσοποίηση κουνελιών  
∆έκα θηλυκά λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας, 6-8 εβδοµάδων, ανοσοποιήθηκαν βάσει 
πρωτοκόλλου το οποίο έχει παλαιότερα περιγραφεί (15). Χρησιµοποιήθηκε 0.5 mg 
ανοσογόνου γαλακτοποιηµένου σε πλήρες ανοσοενισχυτικό του Freund (complete 
Freund’s adjuvant: CFA) για την πρώτη ανοσοποίηση και µη πλήρες ανοσοενισχυτικό 
του Freund για τις επόµενες ανοσοποιήσεις. Έγιναν διαδοχικές αιµοληψίες πριν την κάθε 
ανοσοποίηση των ζώων κατά τις εβδοµάδες 0, 3, 7, 13, 20, 27, 38 και 42. 
 
 
Εκτίµηση της αντί–La/SSB και αντί–U1-RNP ενεργότητας  
Παράχθηκε η ανασυνδυασµένη µορφή ολόκληρου του µορίου της ανθρώπινης La/SSB 
πρωτεΐνης χρησιµοποιώντας τη µεθοδολογία που έχει παλαιότερα περιγραφεί από τους 
Troster και συν. (16) και χρησιµοποιήθηκε σε ELISA σύµφωνα µε ένα παλαιότερα 
δηµοσιευµένο πρωτόκολλο (17) µε τροποποιήσεις στις συνθήκες επίστρωσης των 
πλακιδίων. Πιο συγκεκριµένα, τα πλακίδια επιστρώθηκαν µε ανασυνδυασµένη La/SSB 
παρουσία 6M ουρίας ώστε να αποδιαταχθεί το αυτοαντιγόνο και να αποµακρυνθεί 
οποιοδήποτε  µόριο RNA προκειµένου να αποκαλυφθούν οι ΜΑR περιοχές του. Η 
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ενεργότητα έναντι του συµπλόκου U1-RNP µετρήθηκε µε µια εµπορικά διαθέσιµη 
ELISA η οποία έχει σαν βάση κεκαθαρµένο αυτοαντιγόνο (RNP ELISA; IBL, Hamburg, 
Germany). 
∆οκιµασίες ELISA µε συνθετικά πεπτίδια  
Αναπτύχθηκαν ειδικές δοκιµασίες ELISA µε πεπτίδια και χρησιµοποιήθηκαν για την 
ανίχνευση αντισωµάτων σε ορούς ανθρώπων και κουνελιών. Οι οροί από όλα τα ζωικά 
πρότυπα εξετάστηκαν για την ενεργότητά τους έναντι του πεπτιδίου 145–164, του 
πεπτιδίου 349–364 και του πεπτιδίου-µάρτυρα. Οι οροί των ασθενών εξετάστηκαν για 
την ενεργότητά τους έναντι του πεπτιδίου 145–164 και του πεπτιδίου 349–364. Πλακίδια 
πολυστυρενίου 96-πηγαδιών (Costar, Corning, NY, USA) επιστρώθηκαν µε πεπτιδίο 
επίστρωσης διαλυµένο σε ρυθµιστικό διάλυµα ανθρακικών-διττανθρακικών (pH 9.6) σε 
συγκέντρωση 5 µg/mL. Η µη ειδική δέσµευση των αντισωµάτων ανεστάλη µε τη χρήση 
διαλύµατος, το οποίο αποτελείτο από αλβουµίνη βόειου ορού 2% βάρος κατ’ όγκο σε 
ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (phosphate buffered saline: PBS) pH 7.4 (διάλυµα 
αλβουµίνης). Ακολούθως, προστέθηκαν οι οροί από άνθρωπο ή κουνέλι στο διάλυµα 
αλβουµίνης σε αραίωση 1:700 ή 1:140, αντίστοιχα. Μετά από επώαση 2 ωρών σε 
θερµοκρασία δωµατίου, τα πλακίδια της ELISA ξεπλύθηκαν τρεις φορές µε PBS. 
Προστέθηκε αντίσωµα έναντι ανοσοσφαιρίνης ανθρώπου ή κουνελιού συνδεδεµένο µε 
αλκαλική φωσφατάση (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA), σε αραίωση 
1:1400 σε διάλυµα αλβουµίνης, στις δοκιµασίες µε τους ορούς από άνθρωπο ή κουνέλι, 
αντίστοιχα, και τα πλακίδια επωάστηκαν για 1 ώρα. Ακολούθως, τα πηγάδια ξεπλύθηκαν 
και προστέθηκαν 100 µL υποστρώµατος  p-νιτροφαινόλης (Sigma-Aldrich, Munich, 
Germany). Τέλος, µετρήθηκε η απορρόφηση στα 405 nm. Η τιµή κατωφλίου για τις 
δοκιµασίες µε τους ανθρώπινους ορούς ορίστηκε ως η µέση οπτική πυκνότητα συν τρεις 
τυπικές αποκλίσεις που προέκυπτε από τις µετρήσεις των ορών των 55 υγιών ατόµων. 
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Προκειµένου να αποκλειστεί η µη ειδική δέσµευση και να επιβεβαιωθεί η ικανότητα 
επίστρωσης στα πειράµατα ELISA, κάθε πλακίδιο χωρίστηκε σε δύο µισά, το ένα 
επιστρωµένο µε το πεπτίδιο 145–164 και το άλλο µε φορέα-MAP και διάλυµα 
αλβουµίνης. Κανείς από τους ορούς κουνελιών δεν εµφάνισε σηµαντική ενεργότητα 
έναντι του MAP-φορέα ή της αλβουµίνης. Στα πειράµατα που έγιναν για τη µελέτη των 
ανθρώπινων ορών, 2 οροί ασθενών µε ΣΕΛ εµφάνισαν σηµαντική ενεργότητα έναντι του 
MAP φορέα ή/και της αλβουµίνης και αποκλείστηκαν από την ανάλυση των δεδοµένων. 
Αποµόνωση των ανθρώπινων αντισωµάτων έναντι του πεπτιδίου 145–164aa  
Με χρωµατογραφία συγγένειας και τη χρήση στήλης πρωτεΐνης-A σεφαρόζης 
αποµονώθηκε ολική IgG από τους ορούς τριών ασθενών οι οποίοι είχαν αντισώµατα 
έναντι του επιτόπου 145–164 της La/SSB. Τα κλάσµατα της IgG συµπυκνώθηκαν και 
επαναιωρήθηκαν σε PBS. Παρασκευάσθηκε µία ειδική στήλη ανοσοσυγγένειας 
σεφαρόζης 4Β ενεργοποιηµένης από βρωµιούχο κυάνιο (Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Sweden), χρησιµοποιώντας 10 mg του συνθετικού πεπτιδίου 145–164. Αποµονώθηκαν 
αντισώµατα τάξεως γ έναντι του πεπτιδίου 145–164 από τα τρία κλάσµατα των 
ανθρώπινων ολικών IgG όπως επίσης και από ορούς κουνελιών τα οποία είχαν 
ανοσοποιηθεί µε το πεπτίδιο 145–164 χρησιµοποιώντας κλασσικές µεθόδους 
χρωµατογραφίας ανοσοσυγγένειας (η έκλουση πραγµατοποιήθηκε µε 0.1 mol/L HCl-
Gly, pH 2.7). Η συγκέντρωση των αντισωµάτων µετρήθηκε µε τη δοκιµασία Bradford. 
Ανοσοαποτύπωση κατά Western  
Εκχύλισµα από θύµο αδένα κουνελιών ηλεκτροφορήθηκε παρουσία SDS υπό 
αποδιατακτικές συνθήκες σε 12% πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου  και ακολούθως 
µεταφέρθηκε σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Οι µεµβράνες εµβαπτίστηκαν σε ρυθµιστικό 
διάλυµα µε Tris (Tris-buffered saline), pH 7.5, το οποίο περιείχε 0.1% Tween (TBS-T) 
και 5% γάλα χωρίς λιπαρά οξέα για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου, και µετά 
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επωάστηκαν ολονύκτια στους 4°C µε αντιορούς κουνελιών σε αραίωση 1:120 σε γάλα µε 
TBS-T. Οι µεµβράνες ξεπλύθηκαν και ακολούθησε επώαση µε αντισώµατα έναντι IgG 
κουνελιών συνδεδεµένα µε αλκαλική φωσφατάση (1:1,100 σε TBS-T γάλα). Ακολούθως, 
οι µεµβράνες ξεπλύθηκαν και χρησιµοποιήθηκε υπόστρωµα nitro-blue-tetrazolium 
chloride/5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (Amersham Pharmacia Biotech, 
Buckinghamshire, UK) ώστε να αποκαλυφθούν οι θετικές αντιδράσεις. 
 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
Οµοιότητα στην αλληλουχία και τη δοµή ανάµεσα σε ΜΑRs που ανήκουν σε 
διαφορετικά αυτοαντιγόνα  
Σύµφωνα µε την υπόθεσή µας, µία συναινετική αλληλουχία µέσα στην περιοχή ΜΑR η 
οποία είναι συντηρηµένη σε πολλά αυτοαντιγόνα, θα µπορούσε να διαδραµατίσει έναν 
ρόλο σαν επίτοπος-οδηγός για τη διαµοριακή και διασωµατιακή επέκταση επιτόπων στη 
συστηµατική αυτοανοσία. Μελετήσαµε την οµοιότητα αλληλουχίας και δοµής ανάµεσα 
στα ΜΑRs διάφορων αυτοαντιγόνων. Ταυτοποιήθηκε µία περιοχή οµολογίας στο 
κεντρικό κοµµάτι των ΜΑRs. Αν και ο βαθµός οµοιότητας της πρωτοταγούς τους δοµής 
ήταν µέτριος, ποικίλλοντας από 35% έως 60% (Εικόνα 1A), όλες οι περιοχές ΜΑR  
σχηµάτιζαν παρόµοιες τριτοταγείς δοµές (Εικόνα 1B) (18–21) οι οποίες θα µπορούσαν 
να ευοδώνουν τη διασταυρούµενη αναγνώρισή τους από αυτοαντισώµατα. Η οµόλογη 
περιοχή της La/SSB (αµινοξέα 145–164) είχε παλαιότερα χαρακτηριστεί από την οµάδα 
µας σαν ένας Β κυτταρικός επίτοπος που σχετίζεται µε το ΣΕΛ (14), ο οποίος λειτουργεί 
και σαν T κυτταρικός επίτοπος (22) σε πειράµατα ανοσοποίησης κουνελιών. 
Τα αντισώµατα που παράχθηκαν σε κουνέλια ανοσοποιηµένα µε τον επίτοπο 145–
164 της La/SSB αντιδρούν τόσο µε την αντίστοιχη πρωτεΐνη όσο και µε το 
αυτοαντιγόνο U1-RNP  
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Στο µοντέλο διαφοροποίησης που προτείνουµε, το ΜΑR της La/SSB µπορεί να 
εµπλέκεται στην επαγωγή της αυτοάνοσης απόκρισης έναντι του µατισώµατος µέσω 
µοριακής µίµησης. Προκειµένου να µελετηθεί αυτή η πιθανότητα, ανοσοποιήσαµε λευκά 
κουνέλια Νέας Ζηλανδίας µε το πεπτίδιο145–164 της La/SSB. Οι οροί των κουνελιών  
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1. (A) Οµοιότητα της αµινοξικής αλληλουχίας και συντηρηµένες περιοχές ανάµεσα στα 
µοτίβα αναγνώρισης RNA (RNP1) αυτοαντιγόνων του µατισώµατος και άλλων αυτοαντιγόνων. Τα 
οµόλογα αµινοξέα αντιπροσωπεύονται µε διαφορετικά χρώµατα. Το συντηρηµένο µοτίβο 
συναίνεσης δείχνεται κάτω από τις αλληλουχίες. (B) ∆οµική οµοιότητα του επίτοπου 145–164 που 
βρίσκεται εντός του µοτίβου RNP1 της La/SSB µε άλλα αυτοαντιγόνα. Υπερτιθέµενες δοµές των 
περιοχών RNP1 των αυτοαντιγόνων U2B″ RNP (PDB: 1A9N, [20]), U1A RNP (PDB: 1OIA, [19]), 
νουκλεολίνη (PDB: 1RKJ, [18]), hnRNP (PDB: 1 ×4B), και La/SSB (PDB: 1ZH5, [21]) 
απεικονίζονται (στα αριστερά) ευρισκόµενες σε σύµπλοκο µε ένα διµερές UUUOH-RNA το οποίο 
έχει ληφθεί από τη δοµή 1ZH5 (απεικονίζεται µε κίτρινο χρώµα). Οι περιοχές οµολογίας µε τον 
επίτοπο της La/SSB απεικονίζονται σαν κορδέλες µε διαφορετικά χρώµατα, και το ηλεκτροστατικό 
τους δυναµικό απεικονίζεται στα δεξιά (θετικά φορτία µε µπλε χρώµα, αρνητικά φορτία µε κόκκινο, 
και ουδέτερες περιοχές µε γκρι). Όλες οι δοµές έχουν ληφθεί από τη βάση δεδοµένων PDB. 
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συνελέχθησαν σε διάφορα χρονικά σηµεία πριν και µετά την ανοσοποίηση και 
ελέγχθηκαν για την ενεργότητά τους τόσο έναντι του πεπτιδίου που χρησιµοποιήθηκε για 
την ανοσοποίηση όσο και έναντι ενός πεπτιδίου-µάρτυρα. Βρέθηκε ότι 3 εβδοµάδες µετά 
την πρώτη ανοσοποίηση τα κουνέλια δηµιούργησαν αντισώµατα έναντι του πεπτιδίου µε 
το οποίο ανοσοποιήθηκαν, τα οποία έφτασαν στο µέγιστο της ενεργότητάς τους µεταξύ 
των εβδοµάδων 7 και 13. Αντιθέτως, δεν παρατηρήθηκε ενεργότητα έναντι του 
πεπτιδίου-µάρτυρα (Εικόνα 2A). 
Επιπλέον, µελετήσαµε κατά πόσον τα αντισώµατα που αναπτύχθηκαν έναντι του 
πεπτιδίου 145–164 της La/SSB είχαν την ικανότητα να αναγνωρίζουν την πλήρη µορφή 
του αντιγόνου όπως επίσης και πρωτεΐνες που βρίσκονται στο U1-RNP. Βρέθηκε ότι τα 
πρωτοεµφανιζόµενα αντισώµατα, που ήταν ικανά να αναγνωρίζουν την πρωτεΐνη  
La/SSB (την εβδοµάδα 3 µετά την ανοσοποίηση) εξαλείφθηκαν προοδευτικά ως την 
εβδοµάδα 13. Την εµφάνιση των αντί-La/SSB αντισωµάτων ακολούθησε η παραγωγή 
αντί–U1-RNP αντισωµάτων την εβδοµάδα 7, τα οποία διατηρήθηκαν σε υψηλά επίπεδα 
µέχρι την εβδοµάδα 20 (Εικόνα 2B). Συµπερασµατικά, η ανοσοποίηση µε έναν επίτοπο 
του αυτοαντιγόνου La/SSB µπορεί να οδηγήσει στην παραγωγή αντισωµάτων ικανών να 
αναγνωρίσουν συστατικά ενός άλλου αυτοαντιγονικού συµπλόκου, του U1-RNP. 
Προκειµένου να επιβεβαιωθούν τα ανωτέρω ευρήµατα ελέγχθηκαν οι χρονικά σειριακοί 
οροί των ανοσοποιηµένων κουνελιών µε ανοσοαποτύπωση κατά Western έναντι 
εκχυλίσµατος θύµου αδένα κουνελιού. Την εβδοµάδα 7, εµφανίστηκε µία ζώνη στα 70 
kD, η οποία ακολουθούσε επακριβώς την κινητική των αντί–U1-RNP αντισωµάτων σε 
ό,τι αφορά στον χρόνο εµφάνισης και στην ένταση του σήµατος (Εικόνα 2Γ). 
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Η αποµόνωση αντισωµάτων έναντι του επίτοπου 145–164 της La/SSB αποκαλύπτει 
την ικανότητά τους να αναγνωρίζουν το αυτοαντιγόνο U1-RNP µε διασταυρούµενη 
αντίδραση   
Προκειµένου να διερευνήσουµε περαιτέρω το µηχανισµό που εµπλέκεται στην 
αναγνώριση του αυτοαντιγόνου U1-RNP από αυτοαντισώµατα στο πρότυπό µας, 
χρησιµοποιήσαµε το πεπτίδιο αυτό σε στήλη ανοσοσυγγένειας και προχωρήσαµε σε 
καθαρισµό συγγένειας των ειδικών αντισωµάτων έναντι αυτού από τους ορούς των 
ανοσοποιηµένων κουνελιών και από ορούς ασθενών µε ενεργότητα έναντι του πεπτιδίου 
Εικόνα 2. Ανοσοποίηση κουνελιών µε τον επίτοπο 145–164 της La/SSB. (A) Ενεργότητα 
έναντι του πεπτιδίου 145–164 και του πεπτιδίου-µάρτυρα σε διαφορετικά χρονικά σηµεία 
µετά την ανοσοποίηση. (B) Ενεργότητα έναντι των αντιγόνων La/SSB και U1-RNP όπως 
µετρήθηκε µε ειδικές δοκιµασίες ELISA. Η ανάπτυξη αντί-La/SSB αντισωµάτων (την 
εβδοµάδα 3) προηγήθηκε της παραγωγής αντί–U1-RNP αντισωµάτων (εβδοµάδες 7–20). 
(Γ) Ανοσοαποτύπωση κατά Western (µε τη χρήση εκχυλίσµατος θύµου αδένα κουνελιού) 
όπου φαίνεται η ανάπτυξη και η εξασθένηση της αντί-70kD ενεργότητας των ορών 
κουνελιών έπειτα από την ανοσοποίηση µε το πεπτίδιο 145–164. 
 
 189 
145-164. Βρέθηκε ότι τα αντισώµατα έναντι του πεπτιδίου 145–164 που προερχόντουσαν 
από τα ανοσοποιηµένα κουνέλια αναγνώριζαν όχι µόνο το πεπτίδιο έναντι του οποίου 
καθαρίστηκαν (Εικόνα 3A), αλλά και το αυτοαντιγόνο U1-RNP (Εικόνα 3B). Αυτή η 
παρατήρηση ίσχυε και για τους ορούς ασθενών µε ΣΕΛ, υποδηλώνοντας ότι ειδικά 
αντισώµατα που προσδένονται σε έναν συντηρηµένο επίτοπο της La/SSB έχουν επιπλέον 
την ικανότητα να αναγνωρίζουν διασταυρούµενα το αυτοαντιγόνο U1-RNP. Τα 
κεκαθαρµένα αντισώµατα από ασθενείς µε ΣΕΛ ελέγχθηκαν και σε ανοσοαποτύπωση 
κατά Western έναντι εκχυλισµάτων από κύτταρα HeLa. Βρέθηκε ότι αναγνωρίζουν 
πρωτεΐνες µοριακού βάρους 48 kD και 70 kD (Εικόνα 3Γ). Η σύγκριση µε πρότυπους 
ορούς έδειξε ότι αυτές οι ζώνες πιθανότατα αντιστοιχούν στα αυτοαντιγόνα La/SSB και 
RNP-70. ∆εδοµένου ότι τα κεκαθαρµένα αντισώµατα έναντι του πεπτιδίου 145–164 
αναγνωρίζουν το αντιγόνο U1-RNP, αναµένουµε ότι τα κεκαθαρµένα αντισώµατα έναντι 
του U1-RNP θα αναγνωρίζουν αντίστοιχα το πεπτίδιο 145–164 της La/SSB. Ωστόσο, το 
συγκεκριµένο πείραµα δεν πραγµατοποιήθηκε. 
Προκειµένου να µελετηθεί εάν η αναγνώριση επιτόπων στο αυτοαντιγόνο U1-RNP 
εκτείνεται και εκτός της οµόλογης περιοχής του ΜΑR, εξετάσαµε το κατά πόσον η 
ενεργότητα έναντι του U1-RNP σε ορούς από ανθρώπους και κουνέλια µπορεί να 
απορροφηθεί από το πεπτίδιο που αντιστοιχεί στο ΜΑR (σε στήλη ανοσοσυγγένειας µε 
το πεπτίδιο 145–164). Βρέθηκε ότι έπειτα από την απαλοιφή των αντισωµάτων έναντι 
του πεπτιδίου 145–164, οι οροί των ανοσοποιηµένων κουνελιών έχασαν την ικανότητά 
να αναγνωρίζουν το αυτοαντιγόνο U1-RNP. Αντίθετα, ο ορός του ασθενούς 1, ο οποίος  
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περάστηκε από την ίδια στήλη ανοσοσυγγένειας, διατηρούσε πλήρως την αντί–U1-RNP 
ενεργότητά του (Εικόνα 4). Αυτές οι παρατηρήσεις υποδηλώνουν ισχυρά ότι οι οροί των 
ανοσοποιηµένων κουνελιών (που ελέγχθηκαν την εβδοµάδα 13 µετά την πρώτη 
ανοσοποίηση)  αναγνωρίζουν την περιοχή ΜΑR του U1-RNP, αλλά όχι άλλους 
επίτοπους του ίδιου αυτοαντιγόνου. Απεναντίας, οι ανθρώπινοι οροί αναγνωρίζουν 
πολλαπλούς επίτοπους στο αυτοαντιγόνο U1-RNP, και έτσι η αντί–U1-RNP ενεργότητά 
τους δεν µπορεί να απορροφηθεί από το πεπτίδιο 145–164. Επιπρόσθετες ενδείξεις προς 
Εικόνα 3. Εκτίµηση της ενεργότητας των κεκαθαρµένων αντισωµάτων έναντι του πεπτιδίου 
145–164 από τρεις ασθενείς και ανοσοποιηµένα κουνέλια. Όλα τα κεκαθαρµένα 
αντισώµατα αναγνώριζαν το U1-RNP (A) και το πεπτίδιο 145–164 (B) σε ELISA. 
Κεκαθαρµένα αντισώµατα από δύο ασθενείς ελέγχθηκαν επιπλέον και σε ανοσοαποτύπωση 
κατά Western έναντι εκχυλίσµατος κυττάρων HeLa (Γ) και βρέθηκε ότι αναγνωρίζουν 
ζώνες στα 48kD και 70kD, που αντιστοιχούν στα αυτοαντιγόνα La/SSB και RNP-70. 
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αυτό ελήφθησαν από πειράµατα αναστολής ELISA, τα οποία κατέδειξαν ότι η αντί–U1-
RNP ενεργότητα των ορών των ανοσοποιηµένων κουνελιών µπορεί να ανασταλεί (σε 
ποσοστό 52%–59%) όταν αυτοί επωαστούν µε το πεπτίδιο 145–164 (δεδοµένα που δεν 
παρουσιάζονται). 
 
Συχνότητα εµφάνισης των αντισωµάτων έναντι του πεπτιδίου 145–164 σε 
αυτοάνοσους ορούς 
Στη συνέχεια εξετάσαµε τη συχνότητα εµφάνισης των αντισωµάτων έναντι του πεπτιδίου 
145–164 σε διάφορες αυτοάνοσες νόσους, όπως επίσης και σε φυσιολογικούς 
πληθυσµούς. Αντισώµατα που αναγνωρίζουν τον επίτοπο 145–164 της La/SSB 
εντοπίστηκαν στο 29% των ορών από ασθενείς µε ΣΕΛ, 39% των ορών από ασθενείς µε 
σύνδροµο Sjögren, και 13% των ορών από ασθενείς µε ΡA, αλλά όχι σε ορούς 
φυσιολογικών ατόµων (Εικόνα 5A). Ανάλυση µε CIE των ενεργοτήτων των ορών ως 
προς την ειδικότητα των αυτοαντισωµάτων που είχαν έδειξε ότι αν και αυτά τα 
αντισώµατα  υπήρχαν τόσο σε αντί-La/SSB–θετικούς όσο και σε αντί–RNP-θετικούς 
 
 
 
 
Σχήµα 4. Εκτίµηση της ενεργότητας 
των ορών πριν και µετά τον καθαρισµό 
συγγένειας των αντισωµάτων έναντι του 
πεπτιδίου 145–164. Η απαλοιφή των 
αντισωµάτων έναντι του πεπτιδίου 145–
164 εξάλειψε την αντί–U1-RNP 
ενεργότητα των ορών των 
ανοσοποιηµένων κουνελιών (εβδοµάδα 
13) αλλά όχι την αντί–U1-RNP 
ενεργότητα του ορού του ασθενούς #1. 
Όλοι οι οροί και τα περάσµατα  από τις 
στήλες αραιώθηκαν κατάλληλα ώστε να 
περιέχουν κατά προσέγγιση 15 µg/mL 
IgG. 
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ορούς, η ενεργότητά τους ήταν υψηλότερη σε RNP-θετικούς ορούς (t = 4.07, P = 
0.0002), κάτι το οποίο απαντάται κυρίως σε ασθενείς µε ΣΕΛ (Εικόνα 5B). 
Προκειµένου να εξεταστεί το προφίλ της ενεργότητας των αυτοαντισωµάτων στους 
ορούς των ασθενών µε περισσότερες λεπτοµέρειες, υπολογίσαµε  την ενεργότητά των 
ορών αυτών έναντι του πεπτιδίου 145–164 της La/SSB και του σχετιζόµενου µε 
πρωτοπαθές σύνδροµο Sjögren κύριου επίτοπου της La/SSB (πεπτίδιο 349–364) σε 
σύγκριση µε τις ενεργότητες που είχαν εξεταστεί µε CIE. Βρέθηκε ότι οι οροί των 
ασθενών µπορούσαν να χωριστούν σε 3 οµάδες: (α) οροί µε αντισώµατα έναντι του 
πεπτιδίου 349–364 µόνο, (β) οροί που είχαν αντισώµατα τόσο έναντι του πεπτιδίου 145–
164 όσο και έναντι του πεπτιδίου 349–364 και (γ) οροί που είχαν αντισώµατα έναντι του 
πεπτιδίου 145–164 µόνο (Εικόνα 6A). Αξίζει να σηµειωθεί ότι όλοι οι οροί της οµάδας γ 
ήταν αντί-RNP θετικοί, ενώ οι οροί που ανήκαν στις οµάδες (α) και (β) ήταν αντί-
La/SSB θετικοί. Εποµένως, η ύπαρξη αντισωµάτων έναντι του πεπτιδίου 145–164  χωρίς 
την ταυτόχρονη ύπαρξη των αντισωµάτων έναντι του πεπτιδίου 349–364 αποτελεί 
µοναδική ιδιότητα των αντί-RNP θετικών ορών. Η ειδικότητα των αυτοαντισωµάτων 
επιβεβαιώθηκε περεταίρω µε ειδικές αντί-La/SSB και αντί–U1-RNP δοκιµασίες ELISA 
(Εικόνα 6B).  
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Σχήµα 5. (A) Συχνότητα εµφάνισης των αντισωµάτων έναντι του πεπτιδίου 145–164 σε 
αυτοάνοσους ορούς από ασθενείς που πάσχουν από ΣΕΛ, πρωτοπαθές σύνδροµο Sjögren, ή ΡA 
και υγιή άτοµα. (B) Ανάλυση των ενεργοτήτων των ορών έναντι του πεπτιδίου 145–164 
ανάλογα µε την ειδικότητα των αυτοαντισωµάτων που εµφάνισαν σε CIE. Η ενεργότητα έναντι 
του πεπτιδίου 145–164 βρέθηκε να είναι υψηλότερη σε ορούς θετικούς για αντί-U1-RNP 
αντισώµατα (P = 0.0002). 
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Σχήµα 6. Ενεργότητα αντιπροσωπευτικών ορών έναντι του επίτοπου 145–164 που σχετίζεται 
µε το ΜΑR και του κύριου επίτοπου 349–364 της La/SSB (A) όπως επίσης και έναντι των 
αυτοαντιγόνων U1-RNP και La/SSB (B). Η ύπαρξη των αντισωµάτων έναντι του πεπτιδίου 
145–164 χωρίς να υπάρχουν αντισώµατα έναντι του πεπτιδίου  349–364 είναι ένα 
χαρακτηριστικό που απαντάται αποκλειστικά σε ορούς θετικούς για αντί-U1-RNP αντισώµατα. 
Οι θετικοί για αντί-La/SSB αντισώµατα οροί µπορούν να περιέχουν είτε µόνο αντισώµατα 
έναντι του πεπτιδίου 349–364 είτε αντισώµατα έναντι του πεπτιδίου 349–364 µαζί µε 
αντισώµατα έναντι του πεπτιδίου 145–164. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Η διαφοροποίηση των αυτοαντισωµάτων στο ΣΕΛ έχει εν µέρει διασαφηνιστεί µέσω του 
προτεινόµενου µηχανισµού της ενδο- και διαµοριακής επέκτασης (9,10). Ο µηχανισµός 
αυτός µπορεί να εξηγήσει την ύπαρξη διαφορετικών οµάδων αυτοαντισωµάτων στο ΣΕΛ 
(έναντι του µατισώµατος και των hY ριβονουκλεοπρωτεϊνικών συµπλόκων), αλλά όχι τη 
σειριακή εµφάνιση αυτοαντισωµάτων έναντι αυτοαντιγόνων που ανήκουν σε 
διαφορετικά µακροµοριακά σύµπλοκα. Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης 
παρέχουν ενδείξεις ότι µια συντηρηµένη αλληλουχία εντός του ΜΑR του αυτοαντιγόνου 
La/SSB µπορεί να επάγει αντισώµατα τα οποία αναγνωρίζουν µε διασταυρούµενη 
αντίδραση συστατικά του συµπλόκου U1-RNP.  
Αρχικά παρατηρήσαµε ότι τα ΜΑRs που ανήκουν σε διαφορετικά αυτοαντιγόνα 
υιοθετούν πολύ παραπλήσιες τριτοταγείς δοµές (απαραίτητες για την αλληλεπίδρασή 
τους µε µόρια RNA) και περιέχουν µια συντηρηµένη αλληλουχία στο κεντρικό τους 
κοµµάτι. Παρότι η πρωτεΐνη Ro60/TROVE2 έχει περιοχές ΜΑR, ο βαθµός οµοιότητας 
της αλληλουχίας τους µε τα ΜΑRs των συστατικών του U1-RNP συµπλόκου είναι 
µικρότερος σε σχέση µε τις αντίστοιχες περιοχές του αυτοαντιγόνου La/SSB. Επιπλέον, 
η συντηρηµένη αλληλουχία του ΜΑR της La/SSB έχει παλαιότερα χαρακτηριστεί από το 
εργαστήριό µας σαν ένας B κυτταρικός/T κυτταρικός επίτοπος που σχετίζεται µε το ΣΕΛ 
(14,22). 
Τα κουνέλια που ανοσοποιήθηκαν µε το πεπτίδιο 145–164 της La/SSB παρήγαγαν τόσο  
αντί-La/SSB όσο και αντί–U1-RNP αντισώµατα σε δύο βήµατα, µε τα αντί-La/SSB 
αντισώµατα να εµφανίζονται πρώτα, και να ακολουθεί η παραγωγή των αντί–U1-RNP 
αντισωµάτων. Λόγω του ότι οι συντηρηµένες περιοχές ΜΑR των αυτοαντιγόνων La/SSB 
και RNP-70 διαφέρουν σηµαντικά ως προς την αµινοξική τους αλληλουχία, δεν προκαλεί 
έκπληξη ότι απαιτείται ένα χρονικό διάστηµα ώστε τα αντισώµατα έναντι του πεπτιδίου 
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145–164να προσαρµόσουν την ειδικότητά τους στο U1-RNP. Η εµφάνιση αντισωµάτων 
που στοχεύουν το U1-RNP µπορεί επίσης να εξηγηθεί από ένα διαφορετικό µηχανισµό ο 
οποίος περιλαµβάνει την ενδοµοριακή επέκταση σε κάποιον άλλο µη ταυτοποιηµένο 
επίτοπο της La/SSB και να ακολουθεί η αναγνώριση του U1-RNP µε διασταυρούµενη 
αντίδραση. Προκειµένου να διασαφηνιστεί ο µηχανισµός αυτός, αποµονώθηκαν ειδικά 
αντισώµατα έναντι του πεπτιδίου 145–164 από ανοσοποιηµένα κουνέλια και βρέθηκε ότι 
αναγνώριζαν το U1-RNP µε διασταυρούµενη αντίδραση. Επιπρόσθετα, προκειµένου να 
αποκτήσουµε σαφέστερη εικόνα των µηχανισµών της αυτοανοσίας, αποµονώσαµε ειδικά 
αντισώµατα έναντι του πεπτιδίου 145–164, από ορούς ασθενών µε ΣΕΛ. Τα 
αυτοαντισώµατα αυτά αναγνώριζαν επιπλέον το U1-RNP. Παρότι τόσο οι οροί από 
κουνέλια όσο και από ανθρώπους αναγνώριζαν το αυτοαντιγόνο U1-RNP, η ενεργότητά 
τους διέφερε ως προς τη δυνατότητα απορρόφησής της από το πεπτίδιο 145–164. Έτσι, 
οι οροί από ανοσοποιηµένα κουνέλια έχαναν την ενεργότητά τους µετά το πέρασµά τους 
από στήλη ανοσοσυγγένειας στην οποία είχε συνδεθεί το πεπτίδιο 145–164, κάτι που δεν 
συνέβαινε στους ανθρώπινους ορούς. Τα αποτελέσµατα αυτά πιθανότατα 
αντικατοπτρίζουν τον περιορισµένο βαθµό αναγνώρισης επιτόπων στα κουνέλια (η οποία 
οφείλεται σε διασταυρούµενες αντιδράσεις µε την οµόλογη περιοχή των ΜΑR) και την 
αναγνώριση πολλαπλών επιτόπων από τους ορούς ασθενών µε ΣΕΛ. Επιπλέον, τα 
ευρήµατα αυτά συνάδουν µε προηγούµενες µελέτες που αναφέρουν ότι όταν το πεπτίδιο 
που χρησιµοποιείται για ανοσοποίηση έχει χαµηλού βαθµού οµοιότητα αλληλουχίας µε 
ένα αυτοαντιγόνο υπάρχει περιορισµένη αναγνώριση επιτόπων του αυτοαντιγόνου αυτού 
(23). Σε αυτή την περίπτωση απαιτείται ένα επιπλέον βήµα (για παράδειγµα, ωρίµανση 
συγγένειας των αντισωµάτων παρουσία του αυτοαντιγόνου U1-RNP) ώστε να υπάρξει 
διαφοροποίηση της αυτοάνοσης απόκρισης σε περισσότερους επίτοπους του U1-RNP. 
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Αυτοαντισώµατα έναντι του πεπτιδίου 145–164 εντοπίστηκαν στο 39% των ασθενών που 
πάσχουν από πρωτοπαθές σύνδροµο Sjögren και σε µια µικρή υποοµάδα ασθενών που 
πάσχουν από ΡA. Ωστόσο, οι αντί-RNP θετικοί οροί, που απαντώνται κυρίως σε 
ασθενείς µε ΣΕΛ, έδειξαν σηµαντικά υψηλότερη ενεργότητα αντισωµάτων έναντι του 
πεπτιδίου 145–164 σε σχέση µε τους αντί-RNP αρνητικούς ορούς. Οι οροί αυτοί δεν 
είχαν ενεργότητα έναντι του επίτοπου 349–364, ο οποίος έχει παλαιότερα χαρακτηριστεί 
σαν ο κύριος επίτοπος της La/SSB και έχει συσχετισθεί µε το πρωτοπαθές σύνδροµο 
Sjögren (14). Πρέπει επίσης να σηµειωθεί ότι αυτοί οι οροί βρέθηκαν ότι είναι αρνητικοί 
για αντί-La/SSB αντισώµατα σε CIE, γεγονός το οποίο πιθανότατα υποδηλώνει είτε µια 
περιορισµένη αναγνώριση επιτόπων εντός του αυτοαντιγόνου  La/SSB, η οποία δεν είναι 
ικανή να παράξει αντίδραση ανοσοκαθίζησης στην CIE ή κάλυψη των επιτόπων από 
hYRNA που είναι προσδεδεµένο στην περιοχή ΜΑR της La/SSB, σε δοκιµασίες που 
χρησιµοποιούν το αντιγόνο στη φυσική του διαµόρφωση (24). 
Τα πειραµατικά µας δεδοµένα υποστηρίζουν ισχυρά το υποθετικό πρότυπο που είχε 
προταθεί πριν κάποια χρόνια από τις Monneaux και Muller (9,25). Σύµφωνα µε το 
πρότυπο αυτό, µια συναινετική αλληλουχία του ΜΑR µπορεί να οδηγήσει την επέκταση 
επιτόπων στις πρωτεΐνες του µατισώµατος µέσω µοριακής µίµησης (25). Σε αυτό το 
πλαίσιο, οι Monneaux και Muller έδειξαν ότι η ανοσοποίηση κουνελιών µε ένα πεπτίδιο 
που αντιστοιχεί στον επίτοπο 131–151 που βρίσκεται εντός του ΜΑR της RNP-70 
µπορούσε να οδηγήσει στην παραγωγή αντισωµάτων τα οποία αναγνώριζαν, πέραν του 
αντίστοιχου αντιγόνου, και τα συστατικά RNP-A, RNP-C και Sm-D του συµπλόκου U1-
RNP (26). Τα αντισώµατα αυτά είχαν την ικανότητα να αναγνωρίζουν µε 
διασταυρούµενη αντίδραση πεπτίδια που αντιστοιχούν στα ΜΑRs διαφορετικών 
πυρηνικών αυτοαντιγόνων, όπως το RNP-70, το RNP-A και το hnRNP-A2 (26). 
Σύµφωνα µε το πρότυπο αυτό, το ΜΑR εκκινεί την επέκταση της ανοσολογικής 
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απόκρισης σε ολόκληρη την πρωτεΐνη (ενδοµοριακή επέκταση), ακολούθως η 
ανοσολογική απόκριση επεκτείνεται µε συγκεκριµένο τρόπο σε άλλες πρωτεΐνες που 
περιέχουν ΜΑR(s) και, τελικά, σε πρωτεΐνες που δεν περιέχουν κανένα ΜΑR αλλά 
συνεντοπίζονται στο ίδιο σύµπλοκο (διαµοριακή επέκταση). Μέχρι σήµερα, υπάρχουν 
πειραµατικά δεδοµένα µόνο για επέκταση επιτόπων µέσω των ΜΑRs προς πρωτεΐνες του 
µατισώµατος που συνδέονται φυσικά µεταξύ τους. Τα ευρήµατα της παρούσας µελέτης 
παρέχουν για πρώτη φορά αποδείξεις ότι µπορεί να υπάρξει και διασωµατιακή επέκταση 
της ανοσολογικής απόκρισης µέσω των ΜΑRs. Το προτεινόµενο πρότυπο µπορεί επίσης 
να εφαρµοστεί και σε άλλους επίτοπους “οδηγούς” όπως είναι η πλούσια σε προλίνες 
περιοχή PPPGMRPP που περιλαµβάνει έναν επίτοπο που αναγνωρίζεται µε 
διασταυρούµενη αντίδραση, ο οποίος υπάρχει σε διάφορα αυτοαντιγόνα του 
µατισώµατος και έχει πρόσφατα ταυτοποιηθεί σαν ένας αρχικός στόχος της χυµικής 
αυτοάνοσης απόκρισης έναντι του RNP στον ΣΕΛ (27). Σε αυτό το πλαίσιο, εκτός της 
ενδοµοριακής και διαµοριακής επέκτασης, η αυτοάνοση απόκριση διαφοροποιείται µέσω 
µοριακής µίµησης κοµβικών αλληλουχιών, οι οποίες είναι κοινοί στόχοι στον ΣΕΛ. 
Συνολικά, τα ως άνω δεδοµένα υποδηλώνουν ότι η περιοχή ΜΑR της La/SSB µπορεί να 
πυροδοτήσει τη διασωµατιακή B κυτταρική διαφοροποίηση στο U1-RNP, 
επιβεβαιώνοντας τη σηµασία της περιοχής ΜΑR στο µονοπάτι των γεγονότων που 
οδηγούν στην αυτοανοσία στον ΣΕΛ. Ο προσδιορισµός των βασικών αλληλουχιών που 
ενεργοποιούν και διαιωνίζουν τις αυτοάνοσες διεργασίες είναι ιδιαίτερα σηµαντικός για 
την κατανόηση των αρχικών γεγονότων στην αυτοάνοση απόκριση και το σχεδιασµό 
ειδικών θεραπευτικών στρατηγικών ικανών να παρεµποδίσουν τον καταρράκτη της 
επέκτασης της αυτοάνοσης απόκρισης (που λαµβάνει χώρα κατά την εξέλιξη της 
αυτοάνοσης απόκρισης). 
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Συσχέτιση της αναλογίας των ιδιοτυπικών:αντί-ιδιοτυπικών αντισωµάτων µε την 
αποτελεσµατικότητα της ενδοφλέβιας θεραπείας µε ανοσοσφαιρίνη για την 
πρόληψη της επανεµφάνισης του συνδεόµενου µε αυτοανοσία συγγενή 
κολποκοιλιακού αποκλεισµού  
Ιωάννης Γ. Ρούτσιας, Νικόλαος Χ. Κυριακίδης, Deborah M. Friedman, Carolina Llanos, 
Robert Clancy, Χαράλαµπος M. Μουτσόπουλος, Jill Buyon, Αθανάσιος Γ. Τζιούφας. 
ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Σκοπός: Ο Συγγενής Κολποκοιλιακός Αποκλεισμός (ΣΚΑ), αποτελεί κλινική εκδήλωση του 
νεογνικού λύκου, σχετίζεται με μητρικά αντί-Ro/SSA και αντί-La/SSB αυτοαντισώματα και 
επανεμφανίζεται στο 18% των επόμενων κυήσεων. Η παρούσα μελέτη διεξήχθη με σκοπό να 
εξετάσει την επίδραση της αναλογίας ιδιοτυπικών:αντί-ιδιοτυπικών (Ιδ:αντί-Ιδ) αντισωμάτων 
στη δυνατότητα που έχει η ενδοφλέβια ανοσοσφαιρίνη (ΕΦΑΣ) που χορηγείται κατά τη 
διάρκεια επόμενων κυήσεων να προλαμβάνει την ανάπτυξη ΣΚΑ. 
Μέθοδοι: Μελετήσαμε 16 αντί-Ro/SSA και αντί-La/SSB θετικές εγκύους από τη μελέτη 
Preventive IVIG Therapy for Congenital Heart Block (Προληπτική Θεραπεία με ΕΦΑΣ για τον 
Συγγενή Κολποκοιλιακό Αποκλεισμό), οι οποίες είχαν ιστορικό γέννησης παιδιού με νεογνικό 
λύκο. Σε 3 από τις μητέρες, η κύηση κατέληξε στη γέννηση παιδιού με νεογνικό λύκο (2 με ΣΚΑ 
και 1 με ερύθημα). Ελήφθησαν σειριακά δείγματα ορών από όλες τις μητέρες ακριβώς πριν την 
χορήγηση της ΕΦΑΣ κατά τη διάρκεια της κύησης και αξιολογήθηκαν για την παρουσία 
αντισωμάτων έναντι του κύριου B κυτταρικού επίτοπου (αμινοξέα 349–364) της La/SSB 
(ιδιότυπος) καθώς και των αντί-ιδιοτυπικών τους αντισωμάτων. 
Αποτελέσματα: Έπειτα από τη θεραπεία με ΕΦΑΣ, ο τίτλος των αντί-La/SSB(349–364) 
αντισωμάτων (Ιδ) στον ορό μειώθηκε στο 80% των μητέρων, και στο 60% των περιπτώσεων 
παρατηρήθηκε μια αύξηση των αντί-Ιδ αντισωμάτων που στρέφονται έναντι των αντί-La(349–
364). Η αναλογία Ιδ:αντί-Ιδ αντισωμάτων ήταν σημαντικά υψηλότερη σε μητέρες των οποίων 
τα παιδιά ανέπτυξαν νεογνικό λύκο σε σχέση με τις μητέρες που γέννησαν υγιές παιδί (P < 
0.0001). Η απομάκρυνση των αντί-Ιδ αντισωμάτων αύξησε σημαντικά την ενεργότητα των 
αντισωμάτων έναντι του επίτοπου La/SSB(349–364) στους ορούς των 5 από τις 7 μητέρες που 
ελέγχθηκαν. Όλα τα παρασκευάσματα ΕΦΑΣ ελέγχθηκαν για την ενεργότητα των Ιδ και αντί-Ιδ 
αντισωμάτων. Η ΕΦΑΣ που προερχόταν από παρασκευάσματα που χορηγήθηκαν σε μητέρες 
που γέννησαν υγιές παιδί είχαν μία αναλογία ενεργότητας Ιδ:αντί-Ιδ αντισωμάτων <1, σε 
αντίθεση με αυτές που χορηγήθηκαν σε μητέρες που γέννησαν παιδί το οποίο εμφάνισε 
νεογνικό λύκο. Προσθήκη των παρασκευασμάτων ΕΦΑΣ στους μητρικούς ορούς αύξησε 
περεταίρω την ενεργότητα των αντί-ιδιοτυπικών αντισωμάτων (έως και 4.7-φορές) σε 11 εκ των 
13 ασθενών που μελετήθηκαν. 
Συζήτηση: Η παρούσα είναι η πρώτη μελέτη στον άνθρωπο που δείχνει ότι η ΕΦΑΣ επηρεάζει 
το Ιδ/αντί-Ιδ δίκτυο ενός συγκεκριμένου παθογενετικού αυτοαντισώματος. Ειδικότερα, δείξαμε 
ότι η χορήγηση ΕΦΑΣ ευοδώνει την αντί-Ιδ απόκριση σε εγκύους με αντί-La/SSB αντισώματα. 
Μία υψηλή αναλογία Ιδ:αντί-Ιδ αντισώμάτων τόσο στο παρασκεύασμα της ΕΦΑΣ όσο και στο 
μητρικό ορό μπορεί να εξηγήσει την απουσία επίδρασης της ΕΦΑΣ στο να εμποδίσει την 
επανεμφάνιση νεογνικού λύκου σε ορισμένες περιπτώσεις. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
Ο Συγγενής Κολποκοιλιακός Αποκλεισµός (ΣΚΑ) αποτελεί µία πρότυπη κατάσταση 
παθητικά αποκτούµενης αυτοανοσίας, η οποία σχετίζεται ισχυρά µε τη µεταφορά 
µητρικών ανοσοσφαιρινών τάξεως γ (IgG) έναντι των ριβονουκλεοπρωτεϊνών Ro/SSA 
και La/SSB µέσω του πλακούντα (1). Ο ΣΚΑ αποτελεί µία καρδιακή εκδήλωση του 
επονοµαζόµενου συνδρόµου νεογνικού λύκου, το οποίο είναι ένα σύνολο κλινικών 
εκδηλώσεων που απαντάται σε νεογνά που γεννήθηκαν από µητέρες µε αντί-Ro/αντί-La 
αντισώµατα, και µπορεί να περιλαµβάνει δερµατικό ερύθηµα ή, πολύ σπάνια, αιµατικές 
ή ηπατικές ανωµαλίες οι οποίες βελτιώνονται µε την πάροδο του χρόνου (2, 3). 
Ο ΣΚΑ αποτελεί την πιο σοβαρή εκδήλωση του νεογνικού λύκου και µπορεί να 
προκαλέσει µόνιµες και συχνά απειλητικές για τη ζωή βλάβες στην εµβρυική καρδιά. Η 
επίπτωση του ΣΚΑ στα παιδιά µητέρων που έχουν τα παθογενετικά αυτοαντισώµατα 
κυµαίνεται ανάµεσα στο 1% και 2% (4, 5), αλλά το ποσοστό επανεµφάνισης σε κυήσεις 
που έπονται της γέννησης παιδιού µε νεογνικό λύκο είναι ~18% (6–8). Φαίνεται ότι η 
παρουσία των µητρικών αντισωµάτων είναι µία αναγκαία, αλλά όχι ικανή, συνθήκη για 
την ανάπτυξη του ΣΚΑ. Το περιβάλλον της µήτρας, εµβρυικοί παράγοντες (π.χ. γονίδια, 
ιϊκές λοιµώξεις), και µητρικοί παράγοντες (π.χ. ύπαρξη συγκεκριµένων αυτοαντιγόνων) 
(9) ή η απουσία ενός ενεργού αντί-ιδιοτυπικού δικτύου το οποίο στοχεύει τα 
παθογενετικά αυτοαντισώµατα (10) έχουν προταθεί σαν συµπαράγοντες στην ανάπτυξη 
ΣΚΑ. Σε προηγούµενη µελέτη, σε µια προσπάθεια να διασαφηνιστεί ο ρόλος του δικτύου 
αυτού στην ανάπτυξη νεογνικού λύκου, αξιολογήσαµε το ιδιοτυπικό/αντί-ιδιοτυπικό 
(Ιδ/αντί-Ιδ) δίκτυο των αντισωµάτων που στοχεύουν τους κύριους επίτοπους της La/SSB 
(10). Συµπεράναµε ότι η ύπαρξη αντί-Ιδ αντισωµάτων έναντι των αντισωµάτων που 
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στρέφονται εναντίον της La/SSB µπορεί να προστατέψει το έµβρυο παρεµποδίζοντας τα 
παθογενετικά µητρικά αυτοαντισώµατα. 
Στην παρούσα µελέτη των µητέρων που πήραν µέρος στην µελέτη Προληπτικής 
Θεραπείας µε ΕΦΑΣ για τον Συγγενή Κολποκοιλιακό Αποκλεισµό (Preventive IVIG 
Therapy for Congenital Heart Block: PITCH study), αξιολογήσαµε την επίδραση της 
θεραπείας µε ΕΦΑΣ στο δίκτυο των Ιδ/αντί-Ιδ αντισωµάτων έναντι της La/SSB. Βρέθηκε 
ότι, αν και η χορήγηση ΕΦΑΣ σε δόσεις στις οποίες χρησιµοποιείται σαν θεραπεία 
αντικατάστασης αντισωµάτων δεν εµποδίζει την επανεµφάνιση ΣΚΑ συνολικά (11), 
αλλάζει σηµαντικά το δίκτυο των Ιδ/αντί-Ιδ παθογενετικών αυτοαντισωµάτων, 
αυξάνοντας την αντί-Ιδ απόκριση εναντίον τους. Επίσης, δείχθηκε ότι σε εγκυµοσύνες 
που κατέληξαν στη γέννηση υγιούς παιδιού, η αναλογία των Ιδ:αντί-Ιδ αντί-La/SSB 
αντισωµάτων στο µητρικό ορό ήταν σηµαντικά χαµηλότερη σε σχέση µε την αναλογία 
που παρατηρήθηκε σε εγκύους που γέννησαν παιδί µε νεογνικό λύκο. 
ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
Πληθυσμός μελέτης. 
Μεταξύ του Ιανουαρίου 2007 και του Ιανουαρίου 2009, 21 γυναίκες έλαβαν µέρος στη 
µελέτη PITCH, µία ανοιχτή, πολυκεντρική, προοπτική κλινική µελέτη µε έδρα τις 
Ηνωµένες Πολιτείες, αφότου παρείχαν επί γνώσει συναίνεση. Για τη συµµετοχή στη 
µελέτη ήταν απαραίτητο να πληρούνται όλα τα παρακάτω κριτήρια εισαγωγής: 1) 
πιστοποίηση της ύπαρξης αντί-Ro/SSA ή/και αντί-La/SSB αντισωµάτων, 2) η ύπαρξη 
ιστορικού κύησης παιδιού µε ΣΚΑ (οποιουδήποτε βαθµού, πιστοποιηµένου µε 
ηλεκτροκαρδιογράφηµα εφόσον το παιδί γεννήθηκε ζωντανό ή/και µε υπέρηχο καρδιάς 
ή/και ιστολογικά ευρήµατα εάν υπήρξε εµβρυικός θάνατος) ή/και χαρακτηριστικό 
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ερύθηµα νεογνικού λύκου (διαπιστωµένο µε δερµατολογική αξιολόγηση ή/και ευρήµατα 
βιοψίας), και 3) τρέχουσα ενδοµήτρια κύηση <12 εβδοµάδων, µε φυσιολογικό εµβρυικό 
καρδιακό παλµό και φυσιολογική δοµή καρδιάς. Τα κριτήρια αποκλεισµού 
περιλάµβαναν 1) τρέχουσα λήψη πρεδνιζόνης σε δοσολογία >20 mg/ηµέρα ή τρέχουσα 
λήψη δεξαµεθαζόνης σε οποιαδήποτε δοσολογία, 2) επίπεδα ανοσοσφαιρίνης τάξεως α 
κάτω των φυσιολογικών τιµών για το εργαστήριο που διενεργούσε τον έλεγχο ή 3) 
παρουσία οποιωνδήποτε δοµικών ανωµαλιών της εµβρυικής καρδιάς που θα µπορούσαν 
να προκαλέσουν ΣΚΑ, όπως L-µετάθεση των µεγάλων αγγείων, έλλειµµα του 
κολποκοιλιακού διαφράγµατος (AV), ή ετεροταξία. Εκ των 21 γυναικών που 
συµµετείχαν, υπήρξε µία λανθασµένη επιλογή. Η συγκεκριµένη ασθενής είχε αυτόµατη 
αποβολή 9 εβδοµάδες πριν την έναρξη του πρωτοκόλλου της µελέτης. 
Ελήφθησαν σειριακά δείγµατα ορού από τις 20 µητέρες που ολοκλήρωσαν την µελέτη 
PITCH. Τρία έµβρυα διαγνώστηκαν µε προχωρηµένο κολποκοιλιακό αποκλεισµό (κατά 
τις εβδοµάδες κύησης 19, 20, και 25). Ένα εξ αυτών προερχόταν από µητέρα αρνητική 
για αντί-La/SSB αντισώµατα. Από τα 17 παιδιά που δεν εµφάνισαν ΣΚΑ, ένα νεογνό 
(που προερχόταν από µητέρα θετική για αντί-La/SSB αντισώµατα) παρουσίασε ερύθηµα 
λόγω νεογνικού λύκου και σύνδροµο Sweet. Οι οροί των 4 µητέρων βρέθηκαν αρνητικοί 
για αντί-La/SSB αντισώµατα (χρησιµοποιώντας µία εµπορικά διαθέσιµη δοκιµασία) και 
παρουσίαζαν ελάχιστη ενεργότητα έναντι του κύριου επιτόπου της La/SSB, κι εποµένως 
αποκλείστηκαν από τα επόµενα πειράµατα. Συνεπώς, ο τελικός πληθυσµός της µελέτης 
αποτελούταν από 16 µητέρες, 3 εκ των οποίων γέννησαν παιδί µε νεογνικό λύκο (δύο µε 
ΣΚΑ, ένα µε χαρακτηριστικό ερύθηµα). Όλοι οι οροί ήταν θετικοί για αντισώµατα έναντι 
των Ro60/TROVE2 και Ro52/TRIM21 αυτοαντιγόνων. 
 
 206 
Χορήγηση ΕΦΑΣ και παρακολούθηση. 
Οι εγχύσεις ΕΦΑΣ (400 mg/κιλό σωµατικού βάρους) χορηγούνταν σε χρονικά 
διαστήµατα 3–4 ωρών στις 12, 15, 18, 21, και 24 εβδοµάδες κύησης. Τα δείγµατα ορού 
λαµβάνονταν πριν από κάθε έγχυση κι επιπλέον στις 28 και 34 εβδοµάδες κύησης, και τη 
στιγµή της γέννας, και αναλύθηκαν τυφλά. Οι υπέρηχοι καρδιάς των εµβρύων 
λαµβάνονταν κάθε εβδοµάδα µεταξύ των εβδοµάδων 16 και 26 της κύησης κι 
ακολούθως κάθε 2 εβδοµάδες µέχρι την εβδοµάδα 34 της κύησης. 
Σύνθεση πεπτιδίων και ορισμοί. 
Συνθετικά πεπτίδια που αντιστοιχούν στους κύριους B κυτταρικούς επίτοπους της 
La/SSB, G349SGKGKVQFQGKKTKF364 (La/SSB[349–364]), όπως και στον 
συµπληρωµατικό επίτοπο, K364FRFLALKLYFSFTRP349 (cpep[349–364]), αγοράστηκαν 
από την εταιρία Biosynthesis. Είχαµε παλαιότερα δείξει ότι τα αντισώµατα έναντι του 
συµπληρωµατικού επίτοπου της La/SSB(349–364) είναι αντί-ιδιοτυπικά των 
αντισωµάτων που στρέφονται έναντι του επίτοπου La/SSB(349–364) (10, 12, 13), 
εποµένως, τα αντισώµατα έναντι του επίτοπου 349–364 θεωρούνται σαν ιδιοτυπικά και 
τα αντισώµατα έναντι του συµπληρωµατικού επίτοπου 349–364 σαν αντί-ιδιοτυπικά. 
Ανοσοενζυματικές ανιχνεύσεις στερεάς φάσης (ELISAs) έναντι πεπτιδίων 
και έναντι συμπληρωματικών πεπτιδίων. 
Τα αντισώµατα έναντι πεπτιδίων και έναντι συµπληρωµατικών πεπτιδίων ανιχνεύθηκαν 
µε ELISA η οποία είχε βελτιστοποιηθεί για κάθε συνθετικό πεπτίδιο, βάσει πρωτοκόλλου 
που έχει προηγούµενα περιγραφεί (10). 
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Απομόνωση των αντί-La/SSB(349–364) IgG αντισωμάτων. 
Με κλασσικές µεθόδους παράχθηκαν ειδικές στήλες ανοσοσυγγένειας σεφαρόζης 4B 
ενεργοποιηµένες από CNBr, χρησιµοποιώντας 15 mg του πεπτιδίου La/SSB(349–364). 
Αποµονώθηκε ολική IgG από 4 ορούς οι οποίοι αναγνώριζαν έντονα σε ELISA τον 
επίτοπο της La/SSB 349–364, µε πρωτεΐνη A–σεφαρόζη, συµπυκνώθηκε και 
επαναδιαλύθηκε σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (PBS), και περάστηκε ξανά από τη 
στήλη ανοσοσυγγένειας για το πεπτίδιο. Ακολούθως, η στήλη εκπλύθηκε µε PBS και 
έγινε έκλουση µε 8M ουρία. Τα εκλούµατα διαλύθηκαν σε PBS, συµπυκνώθηκαν, και 
επαναδιαλύθηκαν. Οι συγκεντρώσεις της IgG έναντι των πεπτιδίων υπολογίστηκαν µε τη 
µέθοδο Lowry (DC Protein Assay, της εταιρίας Bio-Rad). 
Παρασκευή των τμημάτων F(ab)2 των αντί-La/SSB(349–364) 
αντισωμάτων και δοκιμή για άμεση ανίχνευση των αντί-Ιδ αντισωμάτων. 
Κεκαθαρµένη αντί-La/SSB(349–364) IgG υποβλήθηκε σε ενζυµατική αποικοδόµηση µε 
πεψίνη και καθαρίστηκε ώστε να µην υπάρχουν ίχνη ακέραιης IgG, όπως έχει 
προηγουµένως περιγραφεί (12). Κεκαθαρµένα τµήµατα F(ab)2 των αντί-La/SSB(349–
364) αντισωµάτων [5 µg/ml σε ρυθµιστικό διάλυµα ανθρακικών (pH 9.6)] επιστρώθηκαν 
σε υψηλής δέσµευσης πλακίδια µικροτιτλοδοτήσεως της εταιρίας Costar για 1 ώρα στους 
25°C. Ακολούθως, στα πλακίδια έγινε δέσµευση των µη ειδικών θέσεων των τµηµάτων 
F(ab)2 και εκπλύθηκαν, προστέθηκαν οι οροί σε αραίωση 1:150–1:300 και επωάστηκαν 
ολονύκτια στους 4°C. Έπειτα τα πηγάδια εκπλύθηκαν και προστέθηκε πολυκλωνικό 
αντίσωµα αναπτυγµένο σε αίγα, το οποίο στρέφεται έναντι της ανθρώπινης IgG 
συνδεδεµένο µε αλκαλική φωσφατάση (1:2,000 σε διάλυµα αναστολής της µη-ειδικής 
δέσµευσης, της εταιρίας Jackson ImmunoResearch). Τα πλακίδια επωάστηκαν για 1 ώρα 
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σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθως τα πηγάδια του πλακιδίου εκπλύθηκαν και 
προστέθηκε ένα σύστηµα το οποίο αυξάνει την ένταση του υποστρώµατος (ELISA 
amplification substrate system) (της εταιρίας Invitrogen). Η οπτική απορρόφηση 
µετρήθηκε στα 495 nm. 
Αντί-La/SSB(349–364) ELISA έπειτα από την απομάκρυνση των αντί-Ιδ 
αντισωμάτων. 
Η ενεργότητα των αντισωµάτων έναντι του επίτοπου La/SSB(349–364) µετρήθηκε µετά 
την αποδιάταξη των Ιδ/αντί-Ιδ ανοσοσυµπλεγµάτων (θερµαίνοντας τα δείγµατα στους 
53°C) και την ακόλουθη αποµάκρυνση των αντί-Ιδ αντισωµάτων χρησιµοποιώντας 
κεκαθαρµένα αντί-La/SSB(349–364) αντισώµατα προσδεδεµένα σε σφαιρίδια πρωτεΐνης 
A–σεφαρόζης. Φυσιολογική IgG προσδεδεµένη σε σφαιρίδια πρωτεΐνης A–σεφαρόζης 
χρησιµοποιήθηκε σαν αρνητικός µάρτυρας. 
 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
Αύξηση της αντί-Ιδ απόκρισης από την χορήγηση ΕΦΑΣ. 
Οι τίτλοι Ιδ και αντί-Ιδ αντισωµάτων σε σειριακά δείγµατα ορών από 15 από τις 16 
µητέρες που ήταν θετικές για αντί-La/SSB αντισώµατα, συµπεριλαµβανοµένων και των 
δύο που γέννησαν βρέφη µε νεογνικό λύκο, αξιολογήθηκαν υπό τυφλές συνθήκες. ∆εν 
ήταν διαθέσιµα σειριακά δείγµατα από µία από τις µητέρες που ήταν θετικές για αντί-
La/SSB αντισώµατα, η οποία επίσης γέννησε βρέφος που εµφάνισε νεογνικό λύκο, 
εποµένως, η συγκεκριµένη µητέρα δε συµπεριλήφθηκε στις αναλύσεις που ενέχουν 
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σειριακά δείγµατα. Βρήκαµε ότι η χορήγηση ΕΦΑΣ αύξησε την αντί-Ιδ απόκριση και 
παράλληλα εξασθένησε την Ιδ απόκριση,  στην πλειονότητα των ορών που ελέγχθηκαν. 
Ειδικότερα, έπειτα από τη θεραπεία µε ΕΦΑΣ ο τίτλος των αντί-Ιδ αντισωµάτων 
αυξήθηκε (κατά 14–620%) σε 9 µητέρες (60%), η ενεργότητα των αντί-Ιδ αντισωµάτων 
παρέµεινε ίδια όπως κατά τη στιγµή εισόδου στη µελέτη σε 2 µητέρες, και ο τίτλος των 
αντί-Ιδ αντισωµάτων µειώθηκε (κατά 13–78%) σε 4 µητέρες. Αντίθετα, ο τίτλος των Ιδ 
αντισωµάτων µειώθηκε (κατά 14–61%) σε 12 µητέρες (80%), η ενεργότητα των Ιδ 
αντισωµάτων παρέµεινε ίδια όπως κατά τη στιγµή εισόδου στη µελέτη σε 1 µητέρα, και ο 
τίτλος των Ιδ αντισωµάτων αυξήθηκε (κατά 38–53%) σε 2 µητέρες. 
H αναλογία Ιδ:αντί-Ιδ αντισώµατα έναντι του κύριου επιτόπου της La/SSB 
προβλέπει την εµφάνιση του νεογνικού λύκου σε ορούς θετικούς για αντί-LaSSB 
αντισώµατα. 
Στις 2 µητέρες των οποίων η εγκυµοσύνη είχε ως αποτέλεσµα τη γέννηση παιδιού µε 
νεογνικό λύκο και για τις οποίες ήταν διαθέσιµοι διαδοχικοί οροί (ασθενείς 595 και 575), 
οι τίτλοι των αντί-Ιδ αντισωµάτων δεν αυξήθηκαν. Αν και οι τίτλοι Ιδ αντισωµάτων σε 
αυτές τις 2 µητέρες µειώθηκαν κατά 32% και 42%, αντίστοιχα, οι τίτλοι αυτοί 
παρέµειναν 4.96- και 4.45-φορές υψηλότεροι από τους τίτλους των αντί-Ιδ αντισωµάτων. 
Αντίθετα, οι µητέρες που γέννησαν υγιές παιδί είτε είχαν χαµηλότερο τίτλο Ιδ 
αντισωµάτων σε σύγκριση µε τα αντί-Ιδ αντισώµατα ή µια ισχυρή αύξηση των αντί-Ιδ 
αντισωµάτων κατά τη διάρκεια της θεραπείας µε ΕΦΑΣ, φέρνοντας τα επίπεδά τους πολύ 
κοντά στα επίπεδα των Ιδ αντισωµάτων στο τέλος της θεραπείας (t = 6.81, P < 0.0001, 
µέση διαφορά µεταξύ των τίτλων των Ιδ και αντί-Ιδ αντισωµάτων στις ασθενείς 595 και 
575 έναντι των 13 µητέρων). Επιπλέον, και οι 3 µητέρες που ήταν θετικές για αντί-
La/SSB αντισώµατα οι οποίες γέννησαν παιδί µε νεογνικό λύκο εµφάνισαν σηµαντικά 
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υψηλότερες αναλογίες Ιδ:αντί-Ιδ αντισωµάτων σε σύγκριση µε τις µητέρες των οποίων οι 
κυήσεις δεν κατέληξαν στη γέννηση βρέφους µε νεογνικό λύκο (t = 7.09, P < 0.0001) 
(Εικόνα 1A). 
Επιβεβαίωση της ανίχνευσης των αντί-Ιδ αντισωµάτων χρησιµοποιώντας 
κεκαθαρµένα F(ab')2 τµήµατα των αντισωµάτων έναντι του επίτοπου La/SSB(349 - 
364). 
Παρότι προηγούµενες µελέτες στο εργαστήριό µας αποκάλυψαν ότι τα συµπληρωµατικά 
πεπτίδια µπορούν να χρησιµοποιηθούν αποτελεσµατικά για την ανίχνευση των αντί-
La/SSB αντί-Ιδ αντισωµάτων (12), επιβεβαιώσαµε περεταίρω την ανίχνευση των αντί-Ιδ 
αντισωµάτων χρησιµοποιώντας κεκαθαρµένα F(ab)2 τµήµατα των αντισωµάτων (Ιδ) 
έναντι του επίτοπου La/SSB(349–364). Σε αυτή τη δοκιµασία χρησιµοποιήθηκαν 
διαδοχικοί οροί από 7 µητέρες που ήταν θετικές για αντί-La/SSB αντισώµατα. Τα µοτίβα 
ενεργότητας που λαµβάνονται από την άµεση ανίχνευση των αντί-Ιδ αντισωµάτων 
βρέθηκε ότι είναι σχεδόν ταυτόσηµα µε εκείνα που λαµβάνονται χρησιµοποιώντας 
συµπληρωµατικά πεπτίδια, για όλες τις σειρές των ορών που ελέγχθηκαν. 
Η αποµάκρυνση των αντί-Ιδ αντισωµάτων ενισχύει την ενεργότητα των 
αντισωµάτων έναντι του κύριου επίτοπου της La/SSB, (349–364). 
Προηγούµενή µας µελέτη έδειξε ότι τα αντί-Ιδ αντισώµατα είναι ικανά να αποκρύψουν 
την απόκριση έναντι της La/SSB. Η καλυµµένη ενεργότητα των αυτοαντισωµάτων 
αποκαλύπτονταν µε την αποδιάταξη των ανοσοσυµπλεγµάτων Ιδ/αντί-Ιδ αντισωµάτων 
και την επακόλουθη δέσµευση των αντί-Ιδ αντισωµάτων (12). Στην παρούσα µελέτη 
χρησιµοποιήσαµε µία παρόµοια προσέγγιση, αποδιατάσσοντας τα σύµπλοκα Ιδ/αντί-Ιδ 
αντισωµάτων θερµαίνοντας και αποµακρύνοντας τα αντί-Ιδ αντισώµατα µε σφαιρίδια 
που έχουν καλυφθεί µε αντί-La/SSB(349–364) αντισώµατα. Βρήκαµε ότι η 
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αποµάκρυνση των αντί-Ιδ αντισωµάτων αύξησε την ενεργότητα των Ιδ αντισωµάτων σε 
διαδοχικούς ορούς 5 εκ των 7 µητέρων που ελέγχθηκαν. Καµία από αυτές τις 5 µητέρες 
δε γέννησε παιδί µε νεογνικό λύκο κατά τη διάρκεια της µελέτης. Στους σειριακούς 
ορούς που ελέγχθηκαν από τις υπόλοιπες δύο µητέρες, δεν υπήρχε σηµαντική µεταβολή 
της ιδιοτυπικής δραστηριότητας. Μία από τις δύο µητέρες γέννησε παιδί µε νεογνικό 
λύκο. 
Σε µητέρες παιδιών µε νεογνικό λύκο χορηγήθηκαν παρασκευάσµατα ΕΦΑΣ µε 
ανεπαρκές περιεχόµενο αντί-Ιδ αντισωµάτων. 
Η αύξηση στην ενεργότητα των αντί-Ιδ αντισωµάτων που παρατηρήθηκε στην 
πλειοψηφία των µητέρων µετά τη χορήγηση ΕΦΑΣ θα µπορούσε να αποδοθεί στην 
εξωγενή προσθήκη των αντί-Ιδ αντισωµάτων τα οποία περιείχαν τα παρασκευάσµατα. 
Εποµένως, ελέγξαµε το περιεχόµενο των παρασκευασµάτων ΕΦΑΣ σε Ιδ και αντί-Ιδ 
αντισώµατα που χορηγήθηκαν σε 13 µητέρες που ήταν θετικές για αντί-La/SSB 
αντισώµατα. Τα παρασκευάσµατα ΕΦΑΣ βρέθηκε ότι περιείχαν αντί-Ιδ αντισώµατα, 
όµως υπήρχε διακύµανση των τίτλων τους σε διαφορετικά παρασκευάσµατα. Επιπλέον, 
οι αναλογίες της ενεργότητας των Ιδ:αντί-Ιδ αντισωµάτων της ΕΦΑΣ που χορηγήθηκε 
στις µητέρες που γέννησαν παιδί µε νεογνικό λύκο ήταν ≥1, αναλογία η οποία ήταν 
υψηλότερη σε σύγκριση µε τις αντίστοιχες αναλογίες που βρέθηκαν στα 
παρασκευάσµατα που χορηγήθηκαν στις µητέρες που γέννησαν υγιές παιδί (0.41–0.84) (t 
= 6.43, P < 0.0001). Αναλόγως, οι µητέρες που γέννησαν υγιές παιδί είχαν λάβει ΕΦΑΣ 
που περιείχε υψηλότερη ενεργότητα αντί-Ιδ αντισωµάτων σε σχέση µε την ενεργότητα 
των Ιδ αντισωµάτων, συγκριτικά µε τις µητέρες που γέννησαν παιδί µε νεογνικό λύκο 
(Εικόνα 1B). 
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Εικόνα 1.  A, Αναλογία ιδιοτυπικών:αντί-ιδιοτυπικών (Ιδ:αντί-Ιδ) αντισωµάτων έναντι του 
κύριου επίτοπου της La/SSB έπειτα από χορήγηση ενδοφλέβιας ανοσοσφαιρίνης (ΕΦΑΣ) 
(IVIG), σε µητέρες που γέννησαν παιδί µε νεογνικό λύκο και µητέρες που γέννησαν υγιές 
παιδί. Οι οριζόντιες διακεκοµµένες γραµµές δείχνουν τη µέση τιµή. Η µέση τιµή της 
αναλογίας των Ιδ:αντί-Ιδ αντισωµάτων ήταν σηµαντικά υψηλότερη στις µητέρες που 
γέννησαν παιδί µε νεογνικό λύκο από ότι σε αυτές που γέννησαν υγιές παιδί (P < 0.0001). 
ΣΚΑ: Συγγενής κολποκοιλιακός αποκλεισµός. B, Αναλογίες Ιδ:αντί-Ιδ αντισωµάτων στα 
παρασκευάσµατα ΕΦΑΣ που ελήφθησαν από 13 εκ των 16 µητέρων. Η αναλογία Ιδ:αντί-Ιδ 
αντισωµάτων στην ΕΦΑΣ που ελήφθησαν από µητέρες που γέννησαν παιδί µε νεογνικό 
λύκο (αστερίσκοι) ήταν ≥1, και η µέση αναλογία Ιδ:αντί-Ιδ αντισωµάτων στην ΕΦΑΣ που 
ελήφθησαν από τις µητέρες αυτές ήταν υψηλότερη από τις αντίστοιχες αναλογίες στις 
ΕΦΑΣ που ελήφθησαν από µητέρες που γέννησαν υγιές παιδί (P < 0.0001). Οι αριθµοί 
κάτω από τις στήλες δείχνουν τον αριθµό του ασθενούς και την εβδοµάδα χορήγησης της 
ΕΦΑΣ. 
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Η εξωγενής προσθήκη ΕΦΑΣ αυξάνει περεταίρω την ενεργότητα των αντί-Ιδ 
αντισωµάτων σε µητρικούς ορούς. 
Για να διερευνήσουµε τη δυνατότητα της ΕΦΑΣ να αυξήσει περαιτέρω την ενεργότητα 
των αντί-Ιδ αντισωµάτων στους ορούς των ασθενών στους οποίους χορηγήθηκε, 
προσθέσαµε στον ορό κάθε µητέρας (που είχαν συλλεχθεί λίγο πριν τη χορήγηση ΕΦΑΣ) 
5.7 mg/ml του παρασκευάσµατος της ΕΦΑΣ την οποία η συγκεκριµένη µητέρα τελικά 
έλαβε στη θεραπεία κατά τη συγκεκριµένη χρονική στιγµή. Στους ορούς των 11 από τις 
13 γυναίκες, η εξωγενής χορήγηση ΕΦΑΣ ενίσχυσε την ενεργότητα των αντί-Ιδ 
αντισωµάτων κατά 1.20–4.70-φορές. Η ενεργότητα σε ορούς από 3 αντιπροσωπευτικές 
µητέρες φαίνεται στο Εικόνα 2. ∆εν παρατηρήθηκαν σηµαντικές αλλαγές στην 
ενεργότητα των αντί-Ιδ αντισωµάτων στους ορούς των υπόλοιπων 2 µητέρων. 
Παράλληλα, η ενεργότητα των Ιδ αντισωµάτων µειώθηκε στους ορούς 9 από τις 13 
µητέρες (κατά 10–53%), παρέµεινε σταθερή στον ορό µίας µητέρας, και αυξήθηκε (κατά 
1.25–1.79-φορές) στους ορούς των υπόλοιπων τριών µητέρων. Συνολικά, σε 12 από τις 
13 µητέρες, η εξωγενής προσθήκη της ΕΦΑΣ οδήγησε σε υψηλότερη αύξηση της 
ενεργότητας των αντί-Ιδ σε σχέση µε τα Ιδ αντισώµατα. Παραδείγµατα των προτύπων 
δραστικότητας είναι διαθέσιµα κατόπιν αιτήµατος στον υπεύθυνο για την αλληλογραφία 
συγγραφέα. 
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Εικόνα 2. Άµεση επίδραση της ΕΦΑΣ στο δίκτυο Ιδ/αντί-Ιδ αντισωµάτων και τα επίπεδα 
των παθογενετικών αυτοαντισωµάτων σε 3 αντιπροσωπευτικούς ασθενείς (ασθενείς 168 
[A], 653 [B], και 467 [Γ]). Παρασκευάσµατα ΕΦΑΣ (5.7 mg/ml) προστέθηκαν εξωγενώς 
στους ορούς που είχαν ληφθεί κατά την κύηση ακριβώς πριν τη θεραπεία µε χορήγηση 
ΕΦΑΣ. Η ενεργότητα των αντί-Ιδ αντισωµάτων (αντισώµατα έναντι του συµπληρωµατικού 
πεπτιδίου) αυξήθηκε σηµαντικά, ενώ η ενεργότητα των Ιδ αντισωµάτων (αντισώµατα έναντι 
του πεπτιδίου) δεν επηρεάστηκε σηµαντικά. Βλέπε Εικόνα 1 για λοιπούς ορισµούς. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Ο ΣΚΑ σχετίζεται στενά µε την παρουσία αντί-Ro/SSA και αντί-La/SSB αντισωµάτων 
(2). Έχει υποτεθεί ότι τα µητρικά αυτοαντισώµατα πυροδοτούν έναν καταρράκτη 
φλεγµονής ο οποίος οδηγεί σε µη αντιστρεπτή ινωτική αντικατάσταση του εµβρυικού 
φλεβόκοµβου (3, 14). Εποµένως, αφότου αναπτυχθεί ΣΚΑ (τρίτου βαθµού) στο έµβρυο, 
αυτή η κατάσταση δεν µπορεί να αναστραφεί µε οποιαδήποτε διαθέσιµη θεραπεία. Η 
κατάσταση είναι θανατηφόρος σε ~20% των περιπτώσεων. Η επίπτωση του ΣΚΑ είναι 
10-φορές υψηλότερη στα παιδιά µητέρων που είναι θετικές για αντί-Ro/SSA και αντί-
La/SSB αντισώµατα και έχουν ιστορικό γέννησης παιδιού µε νεογνικό λύκο (8), 
αποτελώντας την οµάδα κυήσεων υψηλού κινδύνου. Στις περιπτώσεις αυτές, µία 
προφυλακτική θεραπεία θα ήταν ιδιαιτέρως ευεργετική. 
Οι προτεινόµενοι µηχανισµοί για να εξηγήσουν τον τρόπο µε τον οποίο η ΕΦΑΣ 
προλαµβάνει την ιστική βλάβη περιλαµβάνουν τους ακόλουθους: 1) αυξάνει την 
απαλοιφή των µητρικών αντί-Ro/SSA και αντί-La/SSB αντισωµάτων, 2) µειώνει τη 
µεταφορά των αντισωµάτων διαµέσω του πλακούντα, και 3) τροποποιεί τα ανασταλτικά 
σήµατα στα µακροφάγα, µε επακόλουθη µείωση της φλεγµονώδους απόκρισης και της 
ίνωσης της εµβρυικής καρδιάς (15–17). Στη µελέτη PITCH, η ΕΦΑΣ χορηγήθηκε για την 
πρόληψη της ανάπτυξης ΣΚΑ στα έµβρυα των 20 εγκύων υψηλού κινδύνου (11). 
Παράλληλα, στην Ευρώπη διεξήχθη µία µελέτη που χρησιµοποιούσε ταυτόσηµο 
πρωτόκολλο θεραπείας σε 15 εγκύους υψηλού κινδύνου (18). Και οι δύο µελέτες 
διακόπηκαν, καθώς εµφανίστηκε ΣΚΑ σε τρία βρέφη από τις µητέρες που συµµετείχαν 
(11, 18). Παρά το εύρηµα ότι η χορήγηση ΕΦΑΣ σε χαµηλές δόσεις δεν προστατεύει από 
την επανεµφάνιση ΣΚΑ, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίαζε η µελέτη του τρόπου µε τον 
οποίο η ΕΦΑΣ τροποποιεί το δίκτυο των Ιδ/αντί-Ιδ παθογενετικών αυτοαντισωµάτων 
στους ορούς των µητέρων που συµµετείχαν στη µελέτη PITCH. 
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Προηγούµενη εργασία µας, είχε δείξει ότι η παρουσία των αντί-Ιδ αντισωµάτων που 
στρέφονται έναντι των αντί-La/SSB αυτοαντισωµάτων µπορεί να προστατεύσει το 
έµβρυο παρεµποδίζοντας τα παθογόνα αυτοαντισώµατα της µητέρας (10). Η διαπίστωση 
αυτή µας ώθησε να διερευνήσουµε διεξοδικά το δίκτυο Ιδ/αντί-Ιδ αντί-La/SSB 
αντισωµάτων στις µητέρες που συµµετείχαν στην µελέτη PITCH. ∆εκαέξι από τις είκοσι 
µητέρες που ολοκλήρωσαν τη µελέτη PITCH ήταν θετικές για αντί-La/SSB αντισώµατα, 
και τρεις γέννησαν παιδί µε νεογνικό λύκο (2 µε ΣΚΑ και 1 µε ερύθηµα). Οι οροί των 
µητέρων και των τριών βρεφών που ανέπτυξαν νεογνικό λύκο είχαν µία σηµαντικά 
υψηλότερη αναλογία Ιδ:αντί-Ιδ αντισωµάτων σε σχέση µε τους ορούς των µητέρων που 
γέννησαν υγιές παιδί, γεγονός που υποδηλώνει την ύπαρξη ανεπαρκούς αντί-ιδιοτυπικής 
απόκρισης µετά τη χορήγηση ΕΦΑΣ. Εποµένως, η µη εξισορρόπηση των ιδιοτυπικών 
αντισωµάτων, που στοχεύουν τον κύριο επίτοπο της La/SSB από αντί-ιδιοτυπικά 
αντισώµατα, µπορεί να είναι σηµαντικός παράγοντας για την εµφάνιση νεογνικού λύκου 
στα βρέφη µητέρων που έλαβαν θεραπεία µε ΕΦΑΣ. Ωστόσο, ήταν ασαφής ο τρόπος µε 
τον οποίο η κάθε δόση της ΕΦΑΣ τροποποιεί το αντί-Ιδ δίκτυο και επηρεάζει τα επίπεδα 
των Ιδ και αντί-Ιδ αντισωµάτων. Για να απαντηθεί αυτή η ερώτηση, πραγµατοποιήθηκαν 
λεπτοµερείς αναλύσεις της ενεργότητας των Ιδ και αντί-Ιδ αντισωµάτων σε µητρικούς 
ορούς σε κάθε χρονική στιγµή της χορήγησης ΕΦΑΣ. Επαναλαµβανόµενη χορήγηση 
ΕΦΑΣ οδήγησε σε  σταδιακή αύξηση της αντί-Ιδ δραστικότητας και µείωση της Ιδ 
δραστικότητας στην πλειονότητα των περιπτώσεων, φέρνοντας τα επίπεδα των αντί-Ιδ 
αντισωµάτων κοντά στα επίπεδα των Ιδ αντισωµάτων. Ωστόσο, δε συνέβη το ίδιο στις 
µητέρες των παιδιών που εµφάνισαν νεογνικό λύκο. Στους ορούς αυτών των µητέρων, οι 
τίτλοι των αντί-Ιδ αντισωµάτων δεν πλησίασαν τους τίτλους των Ιδ αντισωµάτων. 
Η ανεπαρκής αντί-Ιδ απόκριση έχει συσχετισθεί πρόσφατα µε την εµφάνιση άλλων 
αυτοάνοσων νοσηµάτων, όπως ο σακχαρώδης διαβήτης τύπου 1 (19). Ο σακχαρώδης 
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διαβήτης τύπου 1 χαρακτηρίζεται από την παρουσία αυτοαντισωµάτων έναντι της 
αποκαρβοξυλάσης του γλουταµινικού οξέος 65 (Glutamate Decarboxylase: GAD65) 
(20). Τα αντισώµατα έναντι της GAD65 συνήθως προαναγγέλουν την έναρξη του 
σακχαρώδους διαβήτη τύπου 1 κατά µήνες ή χρόνια και, µαζί µε άλλα αυτοαντισώµατα, 
τα οποία στρέφονται έναντι των κυττάρων των νησιδίων του παγκρέατος, 
χρησιµοποιούνται για να προβλέψουν την εµφάνιση της νόσου (21). Πρόσφατα, οι Oak 
και συν. κατέδειξαν ότι καλυµµένα αντί-GAD65 αντισώµατα είναι παρόντα στον υγιή 
πληθυσµό και ότι ο σακχαρώδης διαβήτης τύπου 1 χαρακτηρίζεται από την απουσία ενός 
συγκεκριµένου αντί-Ιδ αντισώµατος, παρά από την ύπαρξη των αντί-GAD65 
αντισωµάτων. (19). Τα αποτελέσµατά µας είναι σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία, καθώς 
υποδηλώνουν την ύπαρξη καλυµµένων Ιδ αντισωµάτων (από αντί-Ιδ αντισώµατα) στις 
µητέρες που γέννησαν υγιές παιδί. Ειδικότερα, βρήκαµε ότι η απαλοιφή των αντί-Ιδ 
αντισωµάτων από τους ορούς των µητέρων που έλαβαν θεραπεία µε ΕΦΑΣ αύξησε 
σηµαντικά την ενεργότητα των Ιδ αντισωµάτων σε 5 από τις 7 σειρές ορών που 
ελέγχθηκαν (αλλά όχι στους ορούς µίας µητέρας που γέννησε παιδί µε νεογνικό λύκο). 
Η αύξηση της ενεργότητας των αντί-Ιδ αντισωµάτων και η µείωση της ενεργότητας των 
Ιδ αντισωµάτων που παρατηρείται σε πολλούς από τους µητρικούς ορούς µετά τη 
χορήγηση ΕΦΑΣ θα µπορούσε να αποδοθεί στην άµεση προσθήκη αντί-Ιδ αντισωµάτων 
στους ορούς των µητέρων. Αυτή η υπόθεση επιβεβαιώθηκε εξετάζοντας το περιεχόµενο 
σε Iδ και αντί-Iδ αντισώµατα των διάφορων παρασκευασµάτων ΕΦΑΣ που χορηγήθηκαν 
σε 13 από τις 16 µητέρες, οι οποίες ήταν θετικές για αντί-La/SSB αντισώµατα και 
εισήχθησαν στη µελέτη PITCH. Αυτά τα πειράµατα έδειξαν ότι όλες πλην 2 µητέρων 
είχαν λάβει παρασκευάσµατα ΕΦΑΣ µε υψηλότερη ενεργότητα των αντί-Iδ αντισωµάτων 
σε σχέση µε την ενεργότητα των Ιδ αντισωµάτων. Οι δύο µητέρες στις οποίες δεν ίσχυε 
αυτό γέννησαν παιδί µε ΣΚΑ. Εποµένως, είναι εύλογο να υποτεθεί ότι ο λόγος που η 
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ΕΦΑΣ δεν εµπόδισε την ανάπτυξη ΣΚΑ στις 2 µητέρες ήταν ότι τους χορηγήθηκε ΕΦΑΣ 
µε υψηλή αναλογία Ιδ:αντί-Ιδ αντισωµάτων, κι εποµένως τα αντί-Ιδ αντισώµατα δεν 
αυξήθηκαν επαρκώς. 
Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι η IVIG περιέχει αντισώµατα έναντι διαφόρων 
αυτοαντιγόνων, καθώς και αντί-ιδιοτυπικά αντισώµατα (22–25). Αυτό πιθανά οφείλεται 
στην παρουσία πολυδραστικών IgG αντισωµάτων και αντί-Ιδ αντισωµάτων στη 
δεξαµενή του πλάσµατος που έχει χρησιµοποιηθεί για την κλασµατοποίηση της ΕΦΑΣ 
(26, 27). Ωστόσο, µπορεί να αυξηθεί µε διάφορες χηµικές επεξεργασίες στις οποίες 
υποβάλλονται τα µόρια IgG κατά τη διάρκεια της διεργασίας κλασµατοποίησης (22, 28). 
Πιο συγκεκριµένα, η διαδικασία παραγωγής των εµπορικών παρασκευασµάτων ΕΦΑΣ (η 
οποία διαφέρει µεταξύ των διαφορετικών εµπορικών σκευασµάτων) περιλαµβάνει 
βήµατα κλασµατοποίησης και αδρανοποίησης ιών που περιέχουν, συχνά µε επιδράσεις 
σε ακραίες φυσικές συνθήκες. Αυτές οι διεργασίες επηρεάζουν σηµαντικά την 
αυτοδραστικότητα της ΕΦΑΣ (22). Εποµένως, δεν εκπλήσσει το γεγονός ότι διαφορετικά 
εµπορικά σκευάσµατα και διαφορετικά παρασκευάσµατα ΕΦΑΣ (όπως αυτές που 
χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη PITCH) δεν έχουν ταυτόσηµο περιεχόµενο σε  Ιδ και 
αντί-Ιδ αντισώµατα. 
Εξωγενής προσθήκη, στον ορό κάθε γυναίκας ξεχωριστά, των παρασκευασµάτων ΕΦΑΣ 
που είχαν λάβει σε κάθε χρονικό σηµείο της µελέτης κατά την κύηση οδήγησε σε µεγάλη 
αύξηση της ενεργότητας των αντί-Ιδ αντισωµάτων και σε µικρή µείωση της ενεργότητας 
των Ιδ αντισωµάτων στην πλειονότητα των ορών που ελέγχθηκαν. Από αυτή την άποψη, 
υψηλότερες δόσεις ΕΦΑΣ (έως 2 mg/κιλό σωµατικού βάρους), οι οποίες θεωρούνται 
ασφαλείς για την κύηση (29, 30), θα µπορούσαν να είναι πιο αποτελεσµατικές για την 
πρόληψη του νεογνικού λύκου. Επιπλέον, δεδοµένου ότι τα παρασκευάσµατα ΕΦΑΣ που 
χορηγήθηκαν σε µητέρες που γέννησαν παιδί µε νεογνικό λύκο είχαν αναλογία Ιδ:αντί-Ιδ 
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αντισωµάτων ≥1, ο προέλεγχος της ΕΦΑΣ και η  επιλογή των παρασκευασµάτων µε 
χαµηλή αναλογία Ιδ:αντί-Ιδ αντισωµάτων για τη χορήγηση τους σε υψηλού κινδύνου 
γυναίκες θα µπορούσαν να είναι πιο αποτελεσµατικά στην πρόληψη του νεογνικού 
λύκου και του ΣΚΑ. 
Συµπερασµατικά, η µελέτη µας δείχνει ότι τα παρασκευάσµατα ΕΦΑΣ περιέχουν αντί-Ιδ 
αντισώµατα, και η χορήγησή τους µπορεί να ενισχύσει την αντι-ιδιοτυπική απόκριση σε 
έγκυες που είναι θετικές για αντί-La/SSB αντισώµατα. Η επιτυχία της θεραπείας µε 
ΕΦΑΣ µπορεί να είναι συνάρτηση του περιεχοµένου σε αντί-Ιδ αντισώµατα του κάθε 
παρασκευάσµατος ΕΦΑΣ, καθώς και της αναλογίας των Ιδ:αντί-Ιδ αντισωµάτων που 
επιτυγχάνεται στους µητρικούς ορούς µετά τη χορήγηση ΕΦΑΣ. 
 
ΣΥΝΕΙΣΦΟΡΑ ΤΩΝ ΣΥΓΓΡΑΦΕΩΝ 
Όλοι οι συγγραφείς συµµετείχαν σηµαντικά στη σύνταξη του ή την αναθεώρηση των 
σηµαντικών πνευµατικών περιεχόµενων του άρθρου, και όλοι οι συγγραφείς ενέκριναν 
τη δηµοσίευση της τελικής έκδοσής του. Ο Καθηγητής κ. Τζιούφας είχε πλήρη 
πρόσβαση σε όλα τα δεδοµένα της µελέτης και αναλαµβάνει την ευθύνη για την 
ακεραιότητα των δεδοµένων και την ακρίβεια της ανάλυσης των στοιχείων. 
Σύλληψη της µελέτης και σχεδιασµός. Ρούτσιας, Μουτσόπουλος, Buyon, Τζιούφας. 
Λήψη των δεδοµένων. Ρούτσιας, Κυριακίδης, Friedman, Llanos, Clancy, 
Μουτσόπουλος, Buyon, Τζιούφας. 
Ανάλυση και ερµηνεία των δεδοµένων. Ρούτσιας, Κυριακίδης, Μουτσόπουλος, Buyon, 
Τζιούφας. 
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Η σηµατοδότηση µέσω του TLR3 αυξάνει τη σύνθεση και προκαλεί πυρηνική 
ανακατανοµή του αυτοαντιγόνου Ro52/TRIM21 σε Επιθηλιακά Κύτταρα 
Σιελογόνων Αδένων (ΕΚΣΑ), µέσω του µονοπατιού των Ιντερφερονών Τύπου I  
Νικόλαος Χ. Κυριακίδης, BSc1*, Ευσταθία K. Καψογεώργου, PhD1*, Βασιλική Χ. 
Γουρζή, MD1, Γεώργιος E. Μπαλτατζής, PhD2, Αθανάσιος Γ. Τζιούφας, MD1,  
1: Τµήµα Παθολογικής Φυσιολογίας, Ιατρική Σχολή, Εθνικό και Καποδιστριακό 
Πανεπιστήµιο Αθηνών. 
2: Τµήµα Παθολογοανατοµίας, Ιατρική Σχολή, Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο 
Αθηνών. 
* Οι συγγραφείς συνέβαλαν ισότιµα στη µελέτη 
 
ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Θεωρητικό Υπόβαθρο: Σε Επιθηλιακά Κύτταρα Σιελογόνων Αδένων (ΕΚΣΑ) ασθενών 
που πάσχουν από σύνδροµο Sjögren έχει περιγραφεί αυξηµένη έκφραση των 
αυτοαντιγόνων Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB. Τα ΕΚΣΑ, τα οποία 
αποτελούν τους βασικούς ρυθµιστές των αυτοάνοσων αποκρίσεων στο σύνδροµο 
Sjögren, εκφράζουν υψηλά επίπεδα λειτουργικών TLR3 στην κυτταρική τους µεµβράνη, 
ενώ η Ro52/TRIM21 ρυθµίζει αρνητικά τη µεσολαβούµενη από τον TLR3 φλεγµονή. 
Στην παρούσα µελέτη, διερευνήσαµε την επίδραση της σηµατοδότησης µέσω του TLR3 
στην έκφραση των αυτοαντιγόνων Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB, από τα 
ΕΚΣΑ. 
Μέθοδοι: Η επίδραση της διέγερσης του TLR3 ή του TLR4 στην έκφραση των 
αυτοαντιγόνων αξιολογήθηκε µε την επίδραση µε polyI:C ή LPS, αντίστοιχα, σε σειρές 
ΕΚΣΑ (10 από ασθενείς που πάσχουν από σύνδροµο Sjögren, 12 από µάρτυρες που δεν 
πάσχουν από σύνδροµο Sjögren) ή σε κύτταρα HeLa, την οποία ακολούθησε ανάλυση 
της έκφρασης mRNA και πρωτεΐνης.  
Αποτελέσµατα: Η επίδραση µε polyI:C, αλλά όχι µε LPS, κατέληξε στην επαγωγή της 
έκφρασης του mRNA της Ro52/TRIM21 από τα ΕΚΣΑ σε δύο βήµατα, µία 12-πλάσια 
αύξηση στις 6-ώρες επίδρασης την οποία ακολούθησε µία 2.5-πλάσια αύξηση στις 24-48 
ώρες, ενώ προκάλεσε µία καθυστερηµένη 2-πλάσια αύξηση της έκφρασης των mRNA 
των Ro60/TROVE2 και La/SSB στις 48 ώρες επίδρασης. Παρότι τα επίπεδα έκφρασης 
της πρωτεΐνης δεν επηρεάστηκαν σηµαντικά, η καθυστερηµένη αύξηση της έκφρασης 
του mRNA της Ro52/TRIM21 συνοδεύτηκε από ανακατανοµή της πρωτεΐνης 
Ro52/TRIM21 στον πυρήνα, από ένα πρότυπο που προσοµοιάζει σε χρώση του 
πυρηνίσκου σε αρκετές κουκίδες που εκτείνονται σε όλο το εύρος του πυρήνα. Τα 
καθυστερηµένα αυτά φαινόµενα µεσολαβούνται κυρίως από την παραγωγή IFNβ, όπως 
καταµαρτυρείται από  την έκκριση της αντίστοιχης ιντερφερόνης από τα ΕΚΣΑ και από 
ειδικά πειράµατα αναστολής. Η σηµατοδότηση µέσω του TLR3 είχε παρόµοια επίδραση 
σε ΕΚΣΑ που είχαν ληφθεί από ασθενείς που πάσχουν από σύνδροµο Sjögren και σε 
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µάρτυρες, ενώ δεν επηρέασε την έκφραση αυτών των αυτοαντιγόνων σε κύτταρα HeLa. 
Συµπέρασµα: Η σηµατοδότηση µέσω του TLR3 ρυθµίζει την έκφραση των 
αυτοαντιγόνων από ΕΚΣΑ εµπλέκοντας τα µονοπάτια της φυσικής ανοσίας στην αύξηση 
της έκφρασης των αυτοαντιγόνων αυτών στους φλεγµαίνοντες ιστούς και πιθανά και 
στην έκθεσή τους στο ανοσοποιητικό σύστηµα. 
 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
Το σύνδροµο Sjögren αποτελεί µια χρόνια συστηµατική αυτοάνοση νόσο η οποία 
χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη αυτοαντισωµάτων που στρέφονται έναντι του 
πρωτεϊνικών συστατικών των ενδοκυττάριων συµπλόκων ριβονουκλεοπρωτεϊνών-RNA 
και πιο συγκεκριµένα τις πρωτεΐνες Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB.  
Οι µηχανισµοί που µεσολαβούν την παρουσίαση των ενδοκυττάριων αυτοαντιγόνων στο 
ανοσοποιητικό σύστηµα όπως και την παραγωγή µεγάλου αριθµού αυτοαντισωµάτων 
είναι σε µεγάλο βαθµό άγνωστοι. Από την κριτική ανασκόπηση των δηµοσιευµένων 
µελετών φαίνεται ότι η αυτοάνοση απόκριση είναι αντιγονο-οδηγούµενη, καθώς: α) η 
πλειονότητα των αυτοαντισωµάτων που ανιχνεύεται είναι τάξεως γ, υποδηλώνοντας ότι 
παρέχεται αντιγονοεξαρτώµενη T κυτταρική βοήθεια (1), β) οι αυτοάνοσες αποκρίσεις 
είναι κυρίως πολυκλωνικές, στοχεύοντας πολλαπλούς επιτόπους εντός του 
αυτοαντιγόνου (1), και γ) η ανοσοποίηση πειραµατικών ζωικών προτύπων µε κοµµάτια 
των αυτοαντιγόνων καταλήγει στην ενδο- και δια-µοριακή επέκταση της ανοσολογικής 
απόκρισης, µε παρόµοιο τρόπο µε αυτόν που παρατηρείται µετά από την ανοσοποίηση µε 
ξένα αντιγόνα (2, 3). Οι προσβεβληµένοι εξωκρινείς αδένες φαίνεται ότι αποτελούν την 
κύρια θέση παραγωγής αυτοαντισωµάτων, καθώς α) η σίελος ασθενών που πάσχουν από 
σύνδροµο Sjögren περιέχει υψηλά επίπεδα IgG καθώς και αντί-Ro/SSA και αντί-La/SSB 
αυτοαντισώµατα, β) παρατηρούνται έκτοπα βλαστικά κέντρα τα οποία περιέχουν 
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αυτοδραστικά B κύτταρα στους σιελογόνους αδένες περίπου 20% των ασθενών, και γ) 
πολλά από τα διηθούντα πλασµατοκύτταρα περιέχουν κυτταροπλασµατικές 
ανοσοσφαιρίνες µε αντι-Ro/SSA ενεργότητα (4, 5). Σε αυτό το περιβάλλον, φαίνεται ότι 
το επιθηλιακό κύτταρο διαδραµατίζει έναν κεντρικό ρόλο. Πράγµατι, το κύριο 
χαρακτηριστικό της ανοσοπαθολογικής βλάβης στο σύνδροµο Sjögren είναι η 
ενεργοποίηση των επιθηλιακών κυττάρων. Τα Επιθηλιακά Κύτταρα των Σιελογόνων 
Αδένων (ΕΚΣΑ) είναι ισχυροί ρυθµιστές των τοπικών αποκρίσεων της φυσικής και της 
επίκτητης ανοσίας, καθώς διαθέτουν το πλήρες και λειτουργικό οπλοστάσιο των 
αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων, µεταξύ άλλων µόρια ΜΣΙ-τάξης II, ενώ 
παρουσιάζουν φαινόµενα µετατόπισης των πυρηνικών αυτοαντιγόνων στο 
κυτταρόπλασµα και την κυτταρική µεµβράνη. Ακόµα, εκφράζουν µια πληθώρα 
λειτουργικών ανοσοτροποποιητικών µορίων, όπως συνδιεγερτικά µόρια, κυτταροκίνες, 
χηµειοκίνες και TLRs. Ιδιαίτερης προσοχής αξίζει η έκφραση του TLR3, καθώς: α) η 
συστατική του έκφραση από τα ΕΚΣΑ είναι υψηλή και, αντίθετα µε την 
κυτταροπλασµατική του εντόπιση που έχει περιγραφεί σε µη διεγερµένα ανοσοκύτταρα, 
στα ΕΚΣΑ εντοπίζεται στην κυτταρική επιφάνεια υποδηλώνοντας την ενεργοποίηση 
αυτού του µονοπατιού στα κύτταρα αυτά β) είναι λειτουργικός, καθώς στα ΕΚΣΑ η 
επίδραση µε polyI:C στον TLR3 οδηγεί στην αύξηση της έκφρασης διάφορων 
ανοσοτροποποιητικών µορίων, όπως επίσης και κυτταρικό θάνατο που προκαλείται από 
ανοικία (6-8), και γ) ο φυσικός του συνδέτης είναι το δίκλωνο RNA, το οποίο µπορεί να 
ελευθερωθεί τοπικά είτε από ιούς είτε από κατεστραµµένα κύτταρα (9). 
Η Ro52/TRIM21 έχει εµπλακεί στην αρνητική ρύθµιση της µεσολαβούµενης από τον 
TLR3 φλεγµονής ευοδώνοντας την ουβικιτινυλίωση και την επακόλουθη αποδόµηση των 
παραγόντων 3, 5, 7 και 8 που ρυθµίζουν την έκφραση ιντερφερονών (IRFs) στο 
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πρωτεάσωµα (10, 11). Από την άλλη πλευρά, οι ιντερφερόνες (IFNs), οι οποίες 
παράγονται σαν αποτέλεσµα της αναγνώρισης του TLR3 µε το συνδέτη του, έχει δειχθεί 
ότι αυξάνουν την έκφραση της Ro52/TRIM21 (12, 13). Παρότι ο ρυθµιστικός ρόλος της 
Ro52/TRIM21 στη σηµατοδότηση  µέσω του TLR3 είναι αποδεδειγµένος, η αντίστροφη 
επίδραση δεν έχει µελετηθεί ως τώρα.  
Στην παρούσα µελέτη, εξετάσαµε την επίδραση της σηµατοδότησης µέσω του TLR3 
στην έκφραση της Ro52/TRIM21, και στα υπόλοιπα δύο αυτοαντιγόνα Ro60/TROVE2 
και La/SSB του ριβονουκλεοπρωτεϊνικού συµπλόκου Ro/La hY-RNA, σε µη-
νεοπλασµατικά µακροχρόνια καλλιεργηµένα ΕΚΣΑ, καθώς και σε νεοπλασµατικά 
επιθηλιακά HeLa κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν ως κυτταρική-σειρά µάρτυρας. Η 
σηµατοδότηση µέσω TLR3, αλλά όχι µέσω TLR4, βρέθηκε ότι οδηγεί σε αύξηση της 
έκφρασης του mRNA της Ro52/TRIM21 από τα ΕΚΣΑ σε δύο βήµατα, ενώ η έκφραση 
των mRNA της Ro60/TROVE2 και της La/SSB  αυξήθηκε σε µικρότερο –αλλά 
σηµαντικό- βαθµό. Η δεύτερη αύξηση της έκφρασης του mRNA της Ro52/TRIM21 
συνοδευόταν από ανακατανοµή της πρωτεΐνης στον πυρήνα των ζωντανών κυττάρων. Η 
καθυστερηµένη αύξηση της έκφρασης του mRNA της Ro52/TRIM21 και η ανακατανοµή 
της πρωτεΐνης στον πυρήνα µεσολαβείτο κυρίως από την παραγωγή IFNβ. Αντίθετα µε 
τα ΕΚΣΑ, η σηµατοδότηση µέσω του TLR3 σε κύτταρα HeLa δεν επηρέασε την 
έκφραση και κατανοµή των αυτοαντιγόνων, ούτε την παραγωγή IFN, υποδηλώνοντας 
µια διαφορετική ρύθµιση των µονοπατιών σηµατοδότησης µεταξύ των µη-
νεοπλασµατικών και των νεοπλασµατικών επιθηλιακών κυττάρων.  
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
Αντιδραστήρια. Τα µονοκλωνικά αντισώµατα ποντικών (mAbs) έναντι των ανθρώπινων 
Ro60/TROVE2 (κλώνος 1F2) και La/SSB (κλώνος 1D6-H5) αγοράστηκαν από την AbD-
Serotec (Oxford, UK), ενώ έναντι της β-ακτίνης (κλώνος 2F1-1) από τη Biolegend (San 
Diego, CA, USA). Τα µονοκλωνικά αντισώµατα κουνελιών έναντι της ανθρώπινης 
Ro52/TRIM21, της IFNβ (για χρήση σε ιστούς σε παραφίνη) και της ιστόνης-H4 
αγοράστηκαν από τη Novus-Biologicals (Cambridge, UK), τη Merck Millipore 
(Darmstadt, Germany) και τη Biolegend, αντίστοιχα. Τα µονοκλωνικά και πολυκλωνικά 
αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν σαν ισοτυπικοί µάρτυρες αγοράστηκαν από τη Dako 
(Glostrup, Denmark). Τα mAbs για την αναστολή της δράσης της ανθρώπινης IFNα 
(κλώνος MMHA-2) και της αλύσου 2 του κοινού υποδοχέα των IFNα/β (κλώνος 
MMHAR-2) αγοράστηκαν από την PBL Interferon Source (Piscataway, NJ, USA), ενώ 
για την αναστολή της δράσης της ανθρώπινης IFNβ (κλώνος 76703) και της IFNγ 
(κλώνος 25718) τα µονοκλωνικά αντισώµατα αγοράστηκαν από την R&D Systems 
(Minneapolis, MN, USA), ενώ οι ισοτυπικοί µάρτυρες από τη BD-Biosciences (Franklin 
Lakes, New Jersey, USA).  
Τα δεύτερα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν για τη συνεστιακή µικροσκοπία 
περιλάµβαναν τα goat anti-mouse IgG, DyLightTM 549-Conjugated (Thermo Scientific, 
Rockford, IL, USA), Alexa Fluor®488 F(ab’)2 fragment of goat anti-rabbit IgG, και 
Alexa Fluor®546 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). 
∆εύτερα αντισώµατα συνδεδεµένα µε αλκαλική φωσφατάση, όπως τα Pierce goat anti-
mouse IgG (Thermo Scientific) και goat anti-rabbit Igs (Dako) χρησιµοποιήθηκαν για τα 
πειράµατα της ανοσοαποτύπωσης. 
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Εµπορικά διαθέσιµες δοκιµασίες ELISA χρησιµοποιήθηκαν για τον υπολογισµό της 
παραγωγής κυτταροκινών. Οι δοκιµασίες ELISA για τις ανθρώπινες IFNα, IFNβ και 
IFNγ ήταν από τη Life Technologies, για την IL-7 από την R&D Systems, ενώ για τις IL-
2, IL-4 και IL-17 από τη Biolegend. 
Το ανάλογο του συνδέτη του TLR3 πολυινοσινικό:κυτιδιλικό οξύ (polyinosinic:cytidylic 
acid, polyI:C) και ο συνδέτης του TLR4 λιποπολυσακχαρίτης (lipopolysaccharide, LPS) 
από Escherichia coli) αγοράστηκαν από τη Sigma (St Louis, MO, USA).  
Κυτταρικές σειρές. Μη-νεοπλασµατικές, µακρόχρονα καλλιεργηµένες σειρές ΕΚΣΑ 
εγκαταστάθηκαν µε την τυπική µέθοδο της εξωβλαστικής ανάπτυξης (14) από ένα λοβίο 
που λαµβάνεται κατά τη βιοψία επικουρικών σιελογόνων αδένων (ΕΣΑ) από άτοµα που 
υποβάλλονται σε διαγνωστική αξιολόγηση για σύνδροµο Sjögren. Είκοσι-δύο σειρές 
ΕΚΣΑ χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη, δέκα προέρχονταν από ασθενείς που πάσχουν από 
σύνδροµο Sjögren σύµφωνα µε τα Αµερικάνικα–Ευρωπαϊκά κριτήρια ταξινόµησης για 
το σύνδροµο Sjögren (15) και δώδεκα από µάρτυρες οι οποίοι παρουσιάστηκαν µε 
συµπτώµατα ξηρότητας, αλλά δεν πληρούσαν τα παραπάνω κριτήρια, είχαν αρνητική 
βιοψία και δεν παρουσίαζαν ορολογικά χαρακτηριστικά που συνάδουν µε το σύνδροµο 
Sjögren. Έξι από τους δέκα ασθενείς που πάσχουν από σύνδροµο Sjögren ήταν θετικοί 
για αντί-Ro52/TRIM21, τέσσερις για αντί-Ro60/TROVE2 και τρεις για αντί-La/SSB 
αυτοαντισώµατα. Όλα τα δείγµατα συλλέχθηκαν και χρησιµοποιήθηκαν µε έγγραφη 
συναίνεση των ατόµων. Η µελέτη είχε λάβει έγκριση από την Επιτροπή Ηθικής της 
Ιατρικής Σχολής, Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών, Ελλάδα (Αρ. 
Πρωτοκόλλου: 5107). Η καθαρότητα και η επιθηλιακή προέλευση των καλλιεργηµένων 
σειρών ΕΚΣΑ, πιστοποιήθηκε βάσει της µορφολογίας τους, της πανοµοιότυπης 
 229 
έκφρασης δεικτών ειδικών για επιθηλιακά κύτταρα και της απουσίας δεικτών 
ενδεικτικών των λεµφοκυττάρων ή µονοκυττάρων (14).  
Τα νεοπλασµατικά κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό DMEM (Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA) στο οποίο έχει προστεθεί 10% ορός εµβρύου µόσχου, 
2 mM L-γλουταµίνης, 100 U/ml πενικιλίνης, και 100 mg/ml στρεπτοµυκίνης (όλα από τη 
Life Technologies). 
Η απουσία επιµόλυνσης µε ενδοτοξίνη επιβεβαιώνεται εξετάζοντας όλα τα 
αντιδραστήρια των καλλιεργειών µε τη δοκιµασία ανάπτυξης χρώµατος σε εκχύλισµα 
Limulus amebocyte (Sigma, St Louis, MO, USA). 
∆ιέγερση των TLRs σε επιθηλιακά κύτταρα. Τα ΕΚΣΑ ή τα κύτταρα HeLa 
καλλιεργήθηκαν µέχρι πληρότητας σε πλακίδια 6-πηγαδιών ή 16-πηγαδιών στα οποία 
είχε στρωθεί κολλαγόνο (Nalge Nunc International, Rochester, NY, USA) όπως έχει 
προηγούµενα περιγραφεί (14). Ακολούθως, τα κύτταρα υποβάλλονταν ή όχι σε επίδραση 
µε polyI:C (5-µg/ml, συνδέτης του TLR3) ή LPS (1-µg/ml, συνδέτης του TLR4 ) για 
διάφορες χρονικές περιόδους (6, 12, 24, 48 και 72 ώρες). Σε πρωταρχικά πειράµατα, είχε 
µελετηθεί η επίδραση µε µικρότερες από τις βέλτιστες (0.5-µg/ml) ή βέλτιστες (5-µg/ml) 
συγκεντρώσεις polyI:C (6). Τα κύτταρα HeLa χρησιµοποιήθηκαν σαν κυτταρική σειρά 
µάρτυρας. Η επίδραση της σηµατοδότησης µέσω TLR στην έκφραση των µορίων 
Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB σε επίπεδο mRNA εξετάστηκε µε 
πραγµατικού-χρόνου ποσοτική PCR και σε επίπεδο πρωτεΐνης µε συνεστιακή 
µικροσκοπία και ανοσοαποτύπωση κατά Western.  
Αντίστροφη µεταγραφή–ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (RT–qPCR). 
Αποµονώθηκε RNA το οποίο είχε υποστεί κατεργασία µε DNάση χρησιµοποιώντας το 
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mirVana™ PARIS™ kit (Ambion, Applied Biosystems, USA) και το Ambion® TURBO 
DNA-free™ kit (Ambion). Το cDNA παράχθηκε από 0.25-µg RNA µε το High Capacity 
RNA to DNA kit (Applied Biosystems). Τα ποσοστά έκφρασης των mRNAs των 
Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB µετρήθηκαν µε ποσοτική αληθινού-χρόνου 
PCR χρησιµοποιώντας εµπορικά διαθέσιµους εκκινητές οι οποίοι είναι ειδικοί για κάθε 
µόριο (TaqMan® Gene Expression Assays, Applied Biosystems). Η ανθρώπινη HPRT1 
(TaqMan® Gene Expression Assays) χρησιµοποιήθηκε σαν γονίδιο αναφοράς. Όλα τα 
δείγµατα έτρεξαν σε δυάδες. Η σχετική ποσοτικοποίηση των προϊόντων της PCR έγινε 
µε τη βοήθεια της µεθόδου 2-∆∆CT  (16) χρησιµοποιώντας τα κύτταρα HeLa σαν 
βαθµονοµητή. Οι συνθήκες διεξαγωγής της PCR ήταν ίδιες για όλα τα γονίδια και 
περιλάµβαναν ένα αρχικό βήµα αποδιάταξης στους 95 °C for 10-min, το οποίο 
ακολουθούσαν 50 κύκλοι στους 95 °C για 15-δευτερόλεπτα και 60 °C για 1-λεπτό.  
Συνεστιακή µικροσκοπία. Η έκφραση και εντόπιση των Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 
και La/SSB πρωτεϊνών εκτιµήθηκε µε συνεστιακή µικροσκοπία σε ΕΚΣΑ που είχαν 
καλλιεργηθεί σε πλακίδια 16-πηγαδιών (Nalge Nunc), όπως έχει παλαιότερα περιγραφεί 
(7). Συνοπτικά, τα κύτταρα µονιµοποιήθηκαν µε µεθανόλη για 10 λεπτά και µετά 
ακετόνη για 2 λεπτά στους −20 °C. Η µη ειδική δέσµευση των πρώτων αντισωµάτων 
παρεµποδίστηκε µε επώαση σε 1.5% µη ανοσογόνου ορού από βόειο έµβρυο. Η επώαση 
µε τα αντισώµατα έναντι των ανθρώπινων πρωτεϊνών Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 
και La/SSB ή µε τα αντισώµατα ισοτυπικούς-µάρτυρες έγινε για τη διάρκεια της νύχτας 
στους 4 °C σε δοχείο µε κορεσµένο περιβάλλον υδρατµών και ακολούθησε επώαση για 
30-λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου µε τα κατάλληλα δεύτερα αντισώµατα τα οποία 
ήταν συνδεδεµένα µε φθορίζουσα χρωστική. Οι εικόνες λήφθηκαν µε συνεστιακό 
µικροσκόπιο τύπου Olympus FV10. 
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Ανοσοαποτύπωση κατά Western. Η έκφραση των πρωτεϊνών Ro52/TRIM21, 
Ro60/TROVE2 και La/SSB από ΕΚΣΑ ή κύτταρα HeLa εκτιµήθηκε και µε κλασσική 
SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση πυρηνικών ή κυτταροπλασµατικών εκχυλισµάτων, την 
οποία ακολούθησε ανοσοαποτύπωση µε ειδικά αντισώµατα (17). Συνοπτικά, 
παράχθηκαν πυρηνικά ή κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα από ΕΚΣΑ στα οποία δεν είχε 
ή είχε γίνει επίδραση µε polyI:C/LPS µε το NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction 
Reagent (Thermo Scientific), ηλεκτροφορήθηκαν σε 10% πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 
και µεταφέρθηκαν σε µεµβράνη PVDF (Millipore). Η ανοσοαποτύπωση έγινε µε ειδικά 
αντισώµατα ή αντισώµατα ισοτυπικούς-µάρτυρες τα οποία προστέθηκαν σε 1% άπαχο 
γάλα σε TBS/0.1% Tween-20 για 2-ώρες, και ακολούθησε επώαση για 1-ώρα µε τα 
κατάλληλα δεύτερα αντισώµατα που ήταν συνδεδεµένα µε αλκαλική φωσφατάση. Η 
παραγωγή σήµατος ανιχνεύθηκε µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια χρησιµοποιώντας το 
υπόστρωµα CDP-Star (Roche). 
Υπολογισµός της παραγωγής ιντερφερονών. Η σηµατοδότηση µέσω του TLR3 έχει 
συσχετισθεί ισχυρά µε την επαγωγή της έκφρασης µορίων ιντερφερονών. Η παραγωγή 
ιντερφερονών σαν απόκριση στην διέγερση των TLR µελετήθηκε τόσο σε επίπεδο 
mRNA όσο και σε επίπεδο πρωτεϊνών σε ΕΚΣΑ ή σε κύτταρα HeLa στα οποία δεν είχε 
γίνει επίδραση ή είχε γίνει επίδραση µε polyI:C ή LPS. Η έκφραση των mRNAs των 
IFNα, IFNβ και IFNγ εκτιµήθηκε µε ποσοτική αληθινού-χρόνου PCR χρησιµοποιώντας 
τα ειδικά εµπορικά διαθέσιµα TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems). 
Η έκκριση των αντίστοιχων ιντερφερονών µελετήθηκε σε ελεύθερα-κυττάρων 
υπερκείµενα από καλλιεργηµένα ΕΚΣΑ ή κύτταρα HeLa στα οποία δεν είχε γίνει 
επίδραση ή είχε γίνει επίδραση µε polyI:C ή LPS µε ειδικές εµπορικά διαθέσιµες 
ανοσοενζυµικές µεθόδους στερεάς φάσεις (enzyme-linked immunosorbent assays, 
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ELISA), σύµφωνα µε τις οδηγίες του παρασκευαστή. Τα υπερκείµενα συλλέχθηκαν στο 
τέλος του διαστήµατος καλλιέργειας και φυλάχθηκαν στους -80°C έως ότου ελεγχθούν. 
Αναστολή της δράσης των ιντερφερονών. Η εµπλοκή των ιντερφερονών στη 
µεσολαβούµενη από τον TLR3 ρύθµιση της έκφρασης των Ro52/TRIM21, 
Ro60/TROVE2 και La/SSB εκτιµήθηκε µε την προσθήκη ειδικών αδρανοποιητικών 
αντισωµάτων έναντι της IFNα (5µg/ml), της IFNβ (10µg/ml), της IFNγ (5µg/ml) ή του 
κοινού υποδοχέα των IFNα/β (5µg/ml) 30-λεπτά πριν την επίδραση µε το polyI:C.  
Στατιστική ανάλυση. Η στατιστικές αναλύσεις έγιναν µε τη µη-παραµετρική ανάλυση 
Mann-Whitney, χρησιµοποιώντας το λογισµικό GraphPad-Prism 4.0 (GraphPad 
Software, San Diego, CA, USA). Αναφέρονται µόνο οι στατιστικά σηµαντικές διαφορές.  
 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
Η παρατεταµένη διέγερση του TLR3 οδηγεί ένα σηµαντικό ποσοστό των 
επιθηλιακών κυττάρων σε αποπτωτικό θάνατο µέσω ανοικίας 
Σε συνάρτηση µε προηγούµενα δεδοµένα (6), η παρατεταµένη επίδραση µε polyI:C 
οδήγησε τα ΕΚΣΑ σε προκαλούµενο από αποκόλληση αποπτωτικό θάνατο ή ανοικία. Το 
φαινόµενο αυτό ήταν εµφανές από τις 24 ώρες επίδρασης και έφτασε περίπου σε 30-40% 
απώλειας κυττάρων στις 72 ώρες επίδρασης. Αντίθετα, η επίδραση µε LPS δεν 
προκάλεσε ορατή αποκόλληση των κυττάρων και τον αποπτωτικό θάνατο που 
ακολουθεί.  
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Η επίδραση µε polyI:C επάγει µια αύξηση της έκφρασης του mRNA της 
Ro52/TRIM21 σε δύο βήµατα στα ΕΚΣΑ, αλλά όχι σε κύτταρα HeLa. 
Η διέγερση του TLR3 για διάφορες χρονικές περιόδους (6, 12, 24, 48, 72 ώρες) 
προκάλεσε σηµαντική αύξηση της έκφρασης του mRNA της Ro52/TRIM21, η οποία 
ήταν άµεσα εµφανής από τις 6 ώρες επίδρασης [µέσος όρος αύξησης±τυπικό σφάλµα 
(ΤΣ): 12.07±3.12, p<0.0001] (Εικόνα-1A). Η έκφραση αυτή παρέµενε σχεδόν ίδια µέχρι 
τις 12 έως 24 ώρες και την ακολούθησε µία δεύτερη αύξηση η οποία κορυφώθηκε στις 
48 ώρες (µέσος όρος αύξησης ±ΤΣ: 2.46±0.27, p<0.0001). Ωστόσο, η επίδραση µε 
polyI:C βρέθηκε ότι δεν επηρεάζει άµεσα τα επίπεδα mRNA των Ro60/TROVE2 και 
La/SSB. Η έκφραση αυτών αυξήθηκε ελαφρά, αλλά στατιστικά σηµαντικά, έπειτα από 
48 ώρες επίδρασης (µέσος όρος αύξησης±ΤΣ: 2.00±0.23, p=0.0002 και 1.70±0.12, 
p=0.0014 για τα mRNAs της Ro60/TROVE2 και της La/SSB, αντίστοιχα) (Εικόνα-1B, 
C). Τα επίπεδα έκφρασης των mRNAs των Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB, 
όπως και το µοτίβο επαγωγής της αύξησής τους µετά από επίδραση µε polyI:C, βρέθηκε 
ότι δεν διαφέρουν µεταξύ των σειρών ΕΚΣΑ που έχουν αναπτυχθεί από βιοψίες ασθενών 
που πάσχουν από σύνδροµο Sjögren και από µάρτυρες που δεν διαγνώσθηκαν µε 
σύνδροµο Sjögren και δε συσχετίσθηκε µε την παρουσία αυτοαντισωµάτων έναντι 
οποιασδήποτε από αυτές τις πρωτεΐνες (δεδοµένα που δεν παρουσιάζονται). Από την 
άλλη πλευρά, η επίδραση µε LPS, το οποίο είναι ο συνδέτης του TLR4, δεν είχε καµία 
επίδραση στα επίπεδα έκφρασης των mRNAs των Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και 
La/SSB από τα ΕΚΣΑ. Σε αντίθεση µε τα ΕΚΣΑ, η επίδραση µε polyI:C ή LPS δεν 
βρέθηκε να επηρεάζει την έκφραση των mRNAs των Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και 
La/SSB από νεοπλασµατικά κύτταρα HeLa (Εικόνα-1).  
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Η επίδραση µε polyI:C επάγει την ανακατανοµή της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 στον 
πυρήνα των ΕΚΣΑ, αλλά όχι στα κύτταρα HeLa. 
Η επίδραση µε polyI:C δεν βρέθηκε να επηρεάζει τα επίπεδα των πρωτεϊνών 
Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB στα ΕΚΣΑ, όπως φαίνεται από πειράµατα 
ανοσοαποτύπωσης και συνεστιακής µικροσκοπίας (Εικόνα-2). Ωστόσο, η επίδραση µε 
polyI:C οδήγησε σε µια καθυστερηµένη (στις 48 και 72 ώρες) πυρηνική ανακατανοµή 
της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 στα ΕΚΣΑ. Η συνεστιακή µικροσκοπία φανέρωσε µια 
Εικόνα 1.  Μέσος όρος αύξησης της έκφρασης 
mRNA µετά από επίδραση µε polyI:C (PIC) ή 
LPS σε ΕΚΣΑ ή κύτταρα HeLa. A. Στα ΕΚΣΑ, 
η αύξηση της έκφρασης του mRNA της 
Ro52/TRIM21 ήταν εµφανής από τις 6 ώρες της 
επίδρασης µε polyI:C, παρέµενε σταθερή έως τις 
12 µε 24 ώρες και αυξήθηκε 2.5 φορές στις 48 
ώρες (έντονη συνεχής γραµµή). Το LPS δεν 
επηρέασε την έκφραση του mRNA της 
Ro52/TRIM21 (διακεκοµµένη γραµµή). Ούτε το 
polyI:C (λεπτή συνεχής γραµµή) ούτε το LPS 
(γραµµή σχηµατισµένη µε κουκίδες) επηρέασε 
την έκφραση του mRNA της Ro52/TRIM21 από 
τα κύτταρα HeLa B. Η επίδραση µε polyI:C σε 
ΕΚΣΑ οδηγούσε σε µία µικρή, αλλά στατιστικά 
σηµαντική, αύξηση της έκφρασης του mRNA 
της Ro60/TROVE2 στις 48 ώρες (έντονη 
συνεχής γραµµή), ενώ το LPS δεν είχε καµία 
επίδραση (ασυνεχής γραµµή). Η έκφραση του 
mRNA της Ro60/TROVE2 σε κύτταρα HeLa 
δεν επηρεάστηκε από την επίδραση µε polyI:C 
(λεπτή συνεχής γραµµή) ή LPS (γραµµή 
σχηµατισµένη µε κουκίδες). Γ. Οµοίως, η 
επίδραση µε polyI:C σε ΕΚΣΑ προκάλεσε µια 
µικρή, αλλά στατιστικά σηµαντική, αύξηση της 
έκφρασης του mRNA της La/SSB στις 48 ώρες 
(έντονη συνεχής γραµµή), ενώ το LPS δεν την 
επηρέασε (ασυνεχής γραµµή). Σε κύτταρα HeLa, 
τόσο το polyI:C (λεπτή συνεχής γραµµή) όσο 
και το LPS (σχηµατισµένη µε κουκίδες) δεν 
επηρέασαν την έκφραση του mRNA της 
La/SSB. Τα Τυπικά Σφάλµατα είναι 
αντιπροσωπευτικά και των 22 σειρών ΕΚΣΑ 
και, αντίστοιχα, 3 ανεξάρτητων πειραµάτων σε 
κύτταρα HeLa.  
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ασθενή κυτταροπλασµατική και µία ισχυρή πυρηνική χρώση της πρωτεΐνης 
Ro52/TRIM21 σε ανεπηρέαστα κύτταρα. Αυτή η πυρηνική χρώση της Ro52/TRIM21 
εντοπιζόταν σε µία έως τρεις πυρηνικές κουκίδες, ένα πρότυπο που προσοµοιάζει σε 
χρώση του πυρηνίσκου. Αυτό το µοτίβο έκφρασης παρέµεινε ίδιο κατά τη διάρκεια των 
πρώτων 24 ωρών της επίδρασης µε polyI:C, ενώ άλλαξε στις πιο µακρόχρονες 
επιδράσεις, µετά τις 48 ώρες. Στις 48 και 72 ώρες, το πυρηνισκικού τύπου πρότυπο 
έκφρασης της Ro52/TRIM21 άλλαξε σε αρκετές κουκίδες που εκτείνονται σε όλο το 
εύρος του πυρήνα (Εικόνα-2B). Η επίδραση µε LPS δεν είχε καµία επίδραση στην 
έκφραση ή την κατανοµή των πρωτεϊνών Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB 
(Εικόνα-2B). Όπως παρατηρήθηκε και στο επίπεδο του mRNA, οι σειρές ΕΚΣΑ που 
προέρχονται από ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren και µάρτυρες είχαν παρόµοια απόκριση. 
Η διέγερση του TLR3 µε συγκεντρώσεις χαµηλότερες από τη βέλτιστη (0.5-µg/ml 
polyI:C) ή ίσες µε τη βέλτιστη (5-µg/ml polyI:C) (6) είχαν το ίδιο αποτέλεσµα στην 
έκφραση του mRNA και της πρωτεΐνης των Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB 
(δεδοµένα που δεν παρουσιάζονται). 
Ούτε η επίδραση µε polyI:C ούτε αυτή µε LPS είχαν κάποια επίδραση στην πρωτεϊνική 
έκφραση και κατανοµή των Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB στα κύτταρα 
HeLa. Ωστόσο, το µοτίβο συστατικής έκφρασης της Ro52/TRIM21 διέφερε από το 
αντίστοιχο στα ΕΚΣΑ. Η πρωτεΐνη Ro52/TRIM21 εντοπιζόταν σε δοµές πυρηνισκικού 
τύπου, αλλά κυρίως παρέµενε στο κυτταρόπλασµα και δεν επηρεαζόταν από τη 
σηµατοδότηση µέσω TLR (δεδοµένα που δεν παρουσιάζονται και Εικόνα-3B). 
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Εικόνα 2.  Η επίδραση µε polyI:C δεν επηρεάζει τα επίπεδα έκφρασης των πρωτεϊνών  Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 
ή La/SSB, αλλά επάγει µια καθυστερηµένη ανακατανοµή της Ro52/TRIM21 στον πυρήνα των ΕΚΣΑ. A. Η ανάλυση µε 
ανοσοαποτύπωση κατά Western δεν αποκάλυψε αξιοσηµείωτες αλλαγές στα επίπεδα έκφρασης των πρωτεϊνών 
Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB είτε σε κυτταροπλασµατικά (αριστερή πλευρά) είτε σε πυρηνικά (δεξιά 
πλευρά) εκχυλίσµατα από ΕΚΣΑ υπό την επίδραση µε polyI:C (PIC, άνω πλαίσιο) ή LPS (κάτω πλαίσιο). Η β-ακτίνη 
και η ιστόνη-H4 χρησιµοποιήθηκαν ως µάρτυρες φορτώµατος για τα κυτταροπλασµατικά και τα πυρηνικά εκχυλίσµατα, 
αντίστοιχα. Παρουσιάζεται ένα αντιπροσωπευτικό παράδειγµα 7 σειρών ΕΚΣΑ. B. Πειράµατα συνεστιακής 
µικροσκοπίας έδειξαν ότι η επίδραση µε polyI:C επάγει την πυρηνική ανακατανοµή της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 στα 
ΕΚΣΑ. Σε κύτταρα στα οποία δεν έχει γίνει επίδραση, η Ro52/TRIM21 εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα και σε µία έως 
δύο κουκίδες, ένα πρότυπο που προσοµοιάζει σε χρώση του πυρηνίσκου. Το πρότυπο αυτό πυρηνικής έκφρασης 
παρέµενε σταθερό έως τις 24 ώρες, ενώ στις 48 και 72 ώρες η πρωτεΐνη ανακατανεµόταν σε αρκετές κουκίδες που 
εκτείνονται σε όλο το εύρος του πυρήνα. Η επίδραση µε LPS δεν επηρέαζε την έκφραση και την κατανοµή των 
πρωτεϊνών Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La/SSB. Παρουσιάζεται ένα αντιπροσωπευτικό παράδειγµα 13 σειρών 
ΕΚΣΑ (8 από ασθενείς µε σύνδροµο Sjögren και 5 από µάρτυρες).  
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Εικόνα 3.  Επίδραση µε IFNα, IFNβ ή IFNγ επάγει την πυρηνική ανακατανοµή της πρωτεΐνης 
Ro52/TRIM21 στα ΕΚΣΑ, αλλά όχι σε κύτταρα HeLa. A. Η επίδραση µε ιντερφερόνη σε ΕΚΣΑ 
προκάλεσε την πυρηνική ανακατανοµή της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 από ένα πρότυπο που 
προσοµοιάζει σε χρώση του πυρηνίσκου σε αρκετές κουκίδες που εκτείνονται σε όλο το εύρος του 
πυρήνα από τις 24 ώρες. Παρατίθεται αντιπροσωπευτικό παράδειγµα από 3 σειρές ΕΚΣΑ. B. Η 
επίδραση µε IFNα, IFNβ ή IFNγ δεν άλλαξε σηµαντικά την έκφραση της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 
σε κύτταρα HeLa. Οι εικόνες είναι αντιπροσωπευτικές 3 διαφορετικών πειραµάτων. 
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Η µεσολαβούµενη από τη δράση του polyI:C καθυστερηµένη αύξηση της έκφρασης 
του mRNA της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 και η ανακατανοµή της πρωτεΐνης στον 
πυρήνα στα ΕΚΣΑ µεσολαβούνται κυρίως από την παραγωγή IFNβ  
Το γεγονός ότι η δεύτερη αύξηση της έκφρασης του mRNA της Ro52/TRIM21 καθώς 
και η πυρηνική της ανακατανοµή στα ΕΚΣΑ που συµβαίνουν υπό την επίδραση µε 
polyI:C είναι καθυστερηµένα φαινόµενα, υποδηλώνει ότι µεσολαβούνται από κάποιον 
παράγοντα που παράγεται σε επόµενο στάδιο της σηµατοδότησης µέσω TLR3. 
Λαµβάνοντας υπόψιν το ότι τα φαινόµενα αυτά δεν συνέβαιναν µετά από επίδραση µε 
LPS, η οποία κυρίως οδηγεί στην παραγωγή TNFα, και ότι οι ιντερφερόνες, που είναι οι 
κύριες κυτταροκίνες που επάγονται έπειτα από διέγερση του TLR3, είναι ισχυροί 
επαγωγείς της έκφρασης της Ro52/TRIM21, εξετάσαµε τη συµµετοχή των ιντερφερονών 
στην επαγόµενη από το polyI:C αύξηση της έκφρασης του mRNA της Ro52/TRIM21 και 
την ανακατανοµή της πρωτεΐνης. Όπως αναµενόταν, η εξωγενής χορήγηση των 
ιντερφερονών τύπου-I και II, όπως η IFNα, η IFNβ και η IFNγ, οδήγησε γρήγορα σε 
σηµαντική αύξηση των επιπέδων mRNA της Ro52/TRIM21, φαινόµενο που 
παρατηρήθηκε από τις 6 ώρες επίδρασης και παρέµεινε εν πολλοίς σταθερό από εκεί και 
πέρα (µέσος όρος αύξησης στις 6 ώρες σε σχέση µε τα ΕΚΣΑ στα οποία είχε γίνει 
επίδραση±ΤΣ: 3.0±0.05, 7.7±1.1 και 7.0±0.9 για την IFNα, την IFNβ και την IFNγ, 
αντίστοιχα). Παρόµοια, η επίδραση στα κύτταρα HeLa µε IFNα, IFNβ ή IFNγ για 6 hrs 
οδήγησε σε αύξηση κατά 12.6±0.05, 10.7±1.2 και 5.8±1.15 φορές της συστατικής 
έκφρασης του mRNA της Ro52/TRIM21, η οποία παρέµεινε ίδια από το σηµείο αυτό κι 
έπειτα. Επιπλέον, η εξωγενής χορήγηση της IFNα, της IFNβ ή της IFNγ σε ΕΚΣΑ, αλλά 
όχι σε κύτταρα HeLa, προκάλεσε την πυρηνική ανακατανοµή της Ro52/TRIM21 από ένα 
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µοτίβο που οµοιάζει σε πυρηνισκική χρώση σε πολλαπλές αδρές κουκίδες, φαινόµενο το 
οποίο παρατηρούταν από τις 24-ώρες επίδρασης (Εικόνα-3). 
Ακολούθως, εξετάσαµε την έκφραση των ιντερφερονών σε επίπεδο mRNA και 
πρωτεΐνης σε ΕΚΣΑ στα οποία δεν είχε γίνει κάποια επίδραση και σε ΕΚΣΑ στα οποία 
επιδράσαµε µε polyI:C. Η έκφραση του mRNA της IFNβ, αλλά όχι του mRNA της IFNα 
ή της IFNγ, αυξήθηκε σε ΕΚΣΑ στα οποία είχαµε επιδράσει µε polyI:C. Συγκεκριµένα, 
το mRNA της IFNβ αυξήθηκε δραµατικά στις 6-ώρες της επίδρασης µε polyI:C, όχι 
όµως και έπειτα από επίδραση µε LPS (µέσος όρος αύξησης±ΤΣ: 1972±797) και 
µειώθηκε από το σηµείο αυτό και µετά (Εικόνα-4A). Σε συµφωνία µε την αύξηση των 
επιπέδων mRNA, ανιχνεύθηκε έκκριση της IFNβ σε υπερκείµενα καλλιεργηµένων 
ΕΚΣΑ στα οποία είχε γίνει επίδραση µε polyI:C. Η έκκριση IFNβ ανιχνεύθηκε από τις 6 
ώρες επίδρασης και κορυφώθηκε στις 12 ώρες (Εικόνα-4B), υποδηλώνοντας ότι η IFNβ 
µπορεί να εµπλέκεται στη δεύτερη αύξηση του mRNA και την πυρηνική ανακατανοµή 
της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 στα ΕΚΣΑ. ∆εν ανιχνεύθηκε παραγωγή της IFNα, ενώ οι 
σταθερές, αλλά χαµηλές ποσότητες IFNγ που βρέθηκαν στα υπερκείµενα µη 
επηρεασµένων ΕΚΣΑ και ΕΚΣΑ στα οποία είχε γίνει επίδραση µε polyI:C οφείλονταν 
στο καλλιεργητικό θρεπτικό υλικό που χρησιµοποιήθηκε, όπως φαίνεται από τη µη 
ανίχνευση mRNA και την ύπαρξη παρόµοιων επιπέδων IFNγ σε µη χρησιµοποιηµένο 
καλλιεργητικό υλικό (Εικόνα-4B).  
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Ούτε η επίδραση µε polyI:C, ούτε µε LPS βρέθηκαν να επάγουν την έκφραση του 
mRNA των ιντερφερονών ή την έκκρισή τους σε κύτταρα HeLa (δεδοµένα που δεν 
παρουσιάζονται). Ακόµα, ελέγχθηκε η έκκριση των IL-2, IL-4, IL-7 και IL-17 από 
επιθηλιακά κύτταρα στα οποία είτε δεν είχε γίνει κάποια επίδραση είτε είχε γίνει 
επίδραση µε polyI:C ή LPS. Όπως αναµενόταν, τόσο τα ΕΚΣΑ όσο και τα κύτταρα HeLa 
δεν βρέθηκαν να εκκρίνουν IL-2, IL-4 και IL-17 απουσία ή παρουσία επίδρασης. Σε 
συµφωνία και µε προηγούµενα δεδοµένα (18), το polyI:C βρέθηκε να επάγει την έκκριση 
IL-7 από τις 12 ώρες επίδρασης τόσο σε ΕΚΣΑ όσο και σε κύτταρα HeLa µε το 
φαινόµενο να κορυφώνεται στις 72 ώρες επίδρασης (20-φορές και 10-φορές αύξηση σε 
σχέση µε τη επηρεασµένα κύτταρα, αντίστοιχα). Όπως και µε το polyI:C, η επίδραση µε 
LPS προκάλεσε µία 10-πλάσια αύξηση της έκκρισης της IL-7 από κύτταρα HeLa αλλά 
δεν οδήγησε στην έκκρισή της από ΕΚΣΑ.  
Εικόνα 4. Παραγωγή ιντερφερονών 
(IFN) από ΕΚΣΑ. A. Τα ιστογράµµατα 
δείχνουν την παραγωγή mRNA των 
IFNα, IFNβ και IFNγ από ΕΚΣΑ στα 
οποία δεν έχει γίνει καµία επίδραση ή 
έχει γίνει επίδραση µε polyI:C (PIC). Η 
επίδραση µε polyI:C αύξησε γρήγορα 
την έκφραση του mRNA της IFNβ, 
αλλά όχι της IFNα ή της IFNγ, σε 
ΕΚΣΑ στις 6-ώρες και η έκφραση 
µειώθηκε από το σηµείο αυτό και µετά. 
B. Ιστόγραµµα που δείχνει την έκκριση 
ιντερφερονών από ΕΚΣΑ στα οποία δεν 
έχει γίνει καµία επίδραση ή έχει γίνει 
επίδραση µε polyI:C. Η επίδραση µε 
polyI:C µπορούσε να επάγει την 
έκκριση IFNβ από τις 6 ώρες µε την 
υψηλότερη έκφραση να είναι στις 12-
ώρες. Πολύ χαµηλά ποσοστά IFNγ 
ανιχνεύθηκαν σε υπερκείµενα από 
ΕΚΣΑ στα οποία δεν έχει γίνει καµία 
επίδραση (0 ώρες), σε υπερκείµενα από 
ΕΚΣΑ στα οποία έχει γίνει επίδραση µε 
polyI:C και σε καλλιεργητικό µέσο το 
οποίο δεν είχε χρησιµοποιηθεί (KBM), 
ενώ δεν ανιχνεύθηκε IFNα. Τα Τυπικά 
Σφάλµατα αντιστοιχούν σε 
αποτελέσµατα από 3 σειρές ΕΚΣΑ. 
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Ο ρόλος των ιντερφερονών στην επαγωγή της έκφρασης του mRNA της Ro52/TRIM21 
και της  ανακατανοµή της πρωτεΐνης στα ΕΚΣΑ επιβεβαιώθηκε επιπλέον µε την 
παρεµπόδιση κάθε ιντερφερόνης (IFNα, IFNβ ή IFNγ) ή του κοινού υποδοχέα των 
ιντερφερονών τύπου-I (υποδοχέας-IFNαβ) µε ειδικά αδρανοποιητικά αντισώµατα ή τους 
ισοτυπικούς τους µάρτυρες. Από αυτά, τα αντισώµατα έναντι της IFNβ ή του κοινού 
υποδοχέα-IFNαβ βρέθηκαν να αναστέλλουν σηµαντικά την προκαλούµενη από το 
polyI:C αύξηση του mRNA της Ro52/TRIM21 (αναστολή κατά 57,62% και 44,11% στις 
48 ώρες επίδρασης, αντίστοιχα) ή την πυρηνική της ανακατανοµή στα ΕΚΣΑ (Εικόνα-5). 
Πιο ειδικά, τα αδρανοποιητικά αντισώµατα έναντι της IFNβ και του κοινού υποδοχέα-
IFNαβ ανέστειλαν κατά 66.2% και 86.5%, αντίστοιχα, τη δεύτερη αύξηση της έκφρασης 
του mRNA της Ro52/TRIM21 που προκαλείται από το polyI:C (12-48 ώρες) (Εικόνα-
5B). 
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Εικόνα 5. Η παρεµπόδιση των ιντερφερονών µε ειδικά αδρανοποιητικά αντισώµατα έδειξε ότι η 
προκαλούµενη από το polyI:C αύξηση της έκφρασης του mRNA της Ro52/TRIM21 και η 
ανακατανοµή της πρωτεΐνης µεσολαβείται σε σηµαντικό βαθµό από την IFNβ. A. Ιστόγραµµα που 
δείχνει την αναστολή της έκφρασης του mRNA της Ro52/TRIM21 από ειδικά αδρανοποιητικά 
αντισώµατα έναντι της IFNα, της IFNβ, της IFNγ ή του κοινού υποδοχέα-IFNαβ (IFNαβR) σε 
ΕΚΣΑ στα οποία δεν έχει γίνει καµία επίδραση ή έχει γίνει επίδραση µε polyI:C (PIC). Τα 
αντισώµατα έναντι της IFNβ και του κοινού υποδοχέα-IFNαβ ανέστειλαν σηµαντικά την 
προκαλούµενη από το polyI:C αύξηση του mRNA, επίδραση η οποία είναι πιο εµφανής στην 
καθυστερηµένη αύξηση (12-48 ώρες, κόκκινο περίγραµµα). B. Παρεµπόδιση της προκαλούµενης 
από polyI:C ανακατανοµής της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 από αδρανοποιητικά αντισώµατα έναντι 
της IFNα, της IFNβ, της IFNγ ή του κοινού υποδοχέα IFNαβ. Τα αντισώµατα έναντι της IFNβ και 
του κοινού υποδοχέα IFNαβ, αλλά όχι έναντι της  IFNα ή της IFNγ, παρεµποδίζουν την 
προκαλούµενη από polyI:C πυρηνική ανακατανοµή της Ro52/TRIM21 στα ΕΚΣΑ. Παρουσιάζονται 
εικόνες των πειραµάτων αναστολής σε ΕΚΣΑ στα οποία έχει γίνει επίδραση µε polyI:C για 72 ώρες. 
Οι εικόνες αυτές είναι αντιπροσωπευτικές 3 ξεχωριστών πειραµάτων.  
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Η παρούσα µελέτη δείχνει ότι η σηµατοδότηση µέσω TLR3 σε µη νεοπλασµατικά 
ανθρώπινα επιθηλιακά κύτταρα που προέρχονται από βιοψίες σιελογόνων αδένων 
(ΕΚΣΑ) οδηγεί σε ισχυρή έκφραση του αυτοαντιγόνου Ro52/TRIM21 και σε µία 
χαµηλή, αλλά στατιστικά σηµαντική αύξηση, των υπόλοιπων αυτοαντιγόνων του 
ριβονουκλεοπρωτεϊνικού συµπλόκου Ro/La hYRNA. Η αύξηση της έκφρασης του 
mRNA της Ro52/TRIM21 προκλήθηκε από τη σηµατοδότηση µέσω του TLR3, αλλά όχι 
µέσω του TLR4, στα ΕΚΣΑ, σε δύο φάσεις: µία νωρίτερη στις 6 έως 12 ώρες, και µία 
καθυστερηµένη, στις 24 µε 48 ώρες, η οποία µεσολαβείτο κυρίως από το µονοπάτι των 
ιντερφερονών τύπου-I. Είναι ενδιαφέρον ότι η καθυστερηµένη αύξηση της έκφρασης του 
mRNA της Ro52/TRIM21 στα ΕΚΣΑ συνοδεύτηκε από µία πυρηνική ανακατανοµή της 
πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 από ένα πρότυπο που προσοµοιάζει σε χρώση του πυρηνίσκου 
σε αρκετές κουκίδες που εκτείνονται σε όλο το εύρος του πυρήνα. Η παρεµπόδιση της 
IFNβ οδήγησε σε µερική, αλλά σηµαντική, αναστολή και των δύο καθυστερηµένων 
φαινοµένων, ενώ η σηµατοδότηση µέσω του TLR3 στα ΕΚΣΑ συσχετίσθηκε µε την 
έκκριση IFNβ, αλλά όχι της IFNα ή της IFNγ. Η πρωτεΐνη Ro52/TRIM21, µε τη 
δυνατότητα δράσης της σαν Ε3 λιγάση της ουβικιτίνης µε την πρωτεΐνη-στόχο (19, 20) 
µεσολαβώντας στην ουβικιτινυλίωση και την επακόλουθη αποδόµηση των ρυθµιστικών 
παραγόντων των ιντερφερονών (IRFs 3, 5, 7 και 8) στο πρωτεάσωµα, έχει εµπλακεί στην 
αρνητική ρύθµιση της σηµατοδότησης µέσω των TLR3, TLR7 και TLR9 και την 
επακόλουθη παραγωγή ιντερφερονών τύπου-I (10, 11). Από την άλλη µεριά, διάφορα 
προφλεγµονώδη ερεθίσµατα, όπως η έκθεση σε IFNα ή νιτρικό οξύ, έχουν περιγραφεί ότι  
επάγουν την έκφραση της Ro52/TRIM21 και τη µετατόπισή της στον πυρήνα (13, 21), 
υποδηλώνοντας ότι, υπό τη δράση σηµάτων κινδύνου, η Ro52/TRIM21 δύναται να 
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ουβικιτινυλιώνει πυρηνικά υποστρώµατα. Ωστόσο, η σηµασία της πυρηνικής εντόπισης 
και ανακατανοµής της πρωτεΐνης Ro52/TRIM21 στα µη νεοπλασµατικά ΕΚΣΑ, που 
µπορεί να περιλαµβάνει υποστρώµατά της ή πυρηνικά στοιχεία µε τα οποία µπορεί να 
αλληλεπιδρά, πρέπει να διαλευκανθεί. Στα νεοπλασµατικά επιθηλιακά κύτταρα HeLa, η 
απόκριση στη διέγερση του TLR3 και το µοτίβο έκφρασης των µορίων της 
Ro52/TRIM21 βρέθηκαν να διαφέρουν από τα αντίστοιχα στα ΕΚΣΑ, υποδηλώνοντας 
ότι λειτουργούν διαφορετικά µονοπάτια σηµατοδότησης σε νεοπλασµατικά και µη 
νεοπλασµατικά κύτταρα.  
Τα ακριβή αιτιοπαθογενετικά µονοπάτια του συνδρόµου Sjögren παραµένουν ασαφή. Αν 
και η ύπαρξη ενός λοιµογόνου παράγοντα έχει ενοχοποιηθεί επί µακρώ ως ο αιτιολογικός 
παράγοντας εµφάνισης του συνδρόµου Sjögren, καµία µελέτη δεν έχει δώσει 
αδιαµφισβήτητα αποτελέσµατα µέχρι σήµερα. Τα επιθηλιακά κύτταρα θεωρούνται 
σηµαντικοί παράγοντες στην παθογένεια της νόσου (8). Πράγµατι, κλινικές 
παρατηρήσεις κατέδειξαν ότι η εµπλοκή οργάνων, πέραν των εξωκρινών αδένων 
οφείλεται κυρίως σε µαζικές λεµφοκυτταρικές διηθήσεις που περιβάλουν τις επιθηλιακές 
δοµές (22). Προσεκτική εξέταση των σιελογόνων αδένων φανερώνει ενεργοποιηµένα T 
και B λεµφοκύτταρα τα οποία περιβάλουν τους πόρους των σιελογόνων αδένων. Τα 
επιθηλιακά κύτταρα είναι επίσης ενεργοποιηµένα καθώς εκφράζουν ρυθµιστικές και 
προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες, χηµειοκίνες, όπως επίσης και συνδιεγερτικά και 
επικουρικά µόρια τα οποία µπορούν να εκκινήσουν αυτοάνοσες αποκρίσεις. Επιπλέον, 
µελέτες σε µακρόχρονα καλλιεργηµένα µη νεοπλασµατικά ΕΚΣΑ έχουν δείξει ότι τα 
τελευταία είναι πλήρως εξοπλισµένα µε µόρια που είναι απαραίτητα για την αντιγονική 
παρουσίαση, τη µετάδοση ενεργοποιητικών σηµάτων σε T κύτταρα, τη στρατολόγηση 
κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήµατος και τη διαιώνιση των ανοσολογικών 
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αποκρίσεων. Επιπρόσθετα, έχει αναφερθεί ότι τα ΕΚΣΑ εκφράζουν συστατικά υψηλά 
επίπεδα διάφορων υποδοχέων Toll-like. Μεταξύ αυτών, η συστατική έκφραση του TLR3 
βρέθηκε να είναι σηµαντικά αυξηµένη σε καλλιεργηµένα ΕΚΣΑ, σε σχέση µε διάφορους 
άλλους τύπους κυττάρων, µεταξύ των οποίων µακροφάγα και λεµφοκύτταρα (7). Ένας 
επιπλέον κυρίαρχος ρόλος του TLR3 στην παθογένεια της αυτοάνοσης σιαλαδενίτιδας, 
έχει προταθεί µετά από µελέτες που διεξήχθησαν σε ποντίκια. Έτσι, η χορήγηση polyI:C 
σε ποντίκια που είναι επιρρεπή στο να αναπτύξουν µία ασθένεια που οµοιάζει στο 
σύνδροµο Sjögren καταλήγει σε µία αντιστρεπτή, πλην όµως σηµαντική, απώλεια της 
λειτουργίας των σιελογόνων αδένων τους η οποία συνοδεύεται από µία αύξηση 
διάφορων γονιδίων που αποκρίνονται σε ιντερφερόνες τύπου-I in situ (23). Επόµενες 
µελέτες της ίδιας οµάδας ανέφεραν ότι η χορήγηση polyI:C µε ένεση σε ποντίκια 
NZB/W-F1 προκάλεσε αύξηση της παραγωγής διάφορων κυτταροκινών, την οποία 
ακολούθησε µια ταχεία στρατολόγηση δενδριτικών και ΝΚ κυττάρων και αργότερα B 
κυττάρων στους υπογνάθιους αδένες τους (24). Τέλος, πειράµατα στα οποία έγινε 
επίδραση µε polyI:C σε διάφορα στελέχη ποντικών στα οποία είχε απαλειφθεί  το γονίδιο 
trim21 έδειξαν ότι µια συνδυασµένη δράση των IFNs τύπου-I και της IL-6 συµβάλει 
στην υπολειτουργία των σιελογόνων αδένων (25).  
Όπως περιγράφεται στις πρώτες γραµµές της παρούσας µελέτης, η κύρια θέση 
παραγωγής αυτοαντισωµάτων είναι ο προσβεβληµένος επιθηλιακός ιστός. ∆ιάφορες 
µελέτες έχουν δείξει αυξηµένο ρυθµό απόπτωσης στα πορικά και εκκριτικά αδενικά 
επιθήλια των ασθενών που πάσχουν από  σύνδροµο Sjögren (26-29). Ο αποπτωτικός 
κυτταρικός θάνατος των επιθηλίων των ασθενών που πάσχουν από σύνδροµο Sjögren 
αντιπροσωπεύει έναν πιθανό µηχανισµό µε τον οποίο πυρηνικά αντιγόνα, όπως τα 
αυτοαντιγόνα Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 και La⁄SSB, παρουσιάζονται στο 
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ανοσοποιητικό σύστηµα µε τρόπο ο οποίος επάγει ανοσολογικές αποκρίσεις (30). Κατά 
την πρώιµη απόπτωση, η La/SSB έχει δειχθεί ότι ανακατανέµεται διάχυτα στο 
κυτταρόπλασµα. Σε επόµενα στάδια, έχει δειχθεί ότι τα αυτοαντιγόνα Ro52/TRIM21, 
Ro60/TROVE2 και La⁄SSB εντοπίζονται κυρίως σε αποπτωτικά σωµάτια και 
αποπτωτικές φυσαλίδες (31). Οµοίως, η απόπτωση είναι µια διαδικασία που θα 
µπορούσε να δηµιουργήσει αυτοαντιγόνα που παρουσιάζονται σε αυτοδραστικά T 
κύτταρα. Ο ρόλος της απόπτωσης των επιθηλιακών κυττάρων στην επαγωγή του 
συνδρόµου Sjögren έχει δειχθεί πρόσφατα in vivo σε ένα πειραµατικό πρότυπο ποντικού. 
Στο πρότυπο αυτό, η αποσιώπηση της έκφρασης του γονιδίου της IκΒ-ζ στα επιθηλιακά 
κύτταρα δακρυϊκών αδένων τα οδήγησε σε αυξηµένα επίπεδα απόπτωσης και στην 
ανάπτυξη µιας φλεγµονώδους βλάβης παρόµοιας µε αυτή που παρατηρείται στο 
σύνδροµο Sjögren, η οποία σχετιζόταν µε υψηλούς τίτλους αντί-Ro/SSA και αντί-
La/SSB αντισωµάτων στον ορό. Η χορήγηση αναστολέων των κασπασών ανέστειλε τη 
διαδικασία, δείχνοντας, τελικά το σηµαντικό ρόλο της απόπτωσης στην επαγωγή της 
νόσου (32). 
Τα δεδοµένα µας δείχνουν ότι ο παράγοντας που µεσολαβεί την έκφραση των 
αυτοαντιγόνων στα ΕΚΣΑ είναι η IFNβ. Οι ιντερφερόνες τύπου-I και II έχουν εµπλακεί 
ισχυρά στην παθοφυσιολογία του συνδρόµου Sjögren. Ειδικότερα, εκτός από την αρχική 
περιγραφή των αυξηµένων επιπέδων των κυκλοφορουσών ιντερφερονών τύπου-Ι σε 
ασθενείς που πάσχουν από σύνδροµο Sjögren και ΣΕΛ (33), ολοένα αυξανόµενα 
δεδοµένα που παρουσιάζονται τα τελευταία χρόνια υποδεικνύουν ότι το ενεργοποιηµένο 
µονοπάτι των ιντερφερονών τύπου-Ι παίζει σηµαντικό ρόλο στην παθογένεια του 
συνδρόµου Sjögren, καθώς τα επαγώµενα από ιντερφερόνες τύπου-I γονίδια 
υπερεκφράζονται στους ΕΣΑ και τα περιφερικά λεµφοκύτταρα των ασθενών που 
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πάσχουν από σύνδροµο Sjögren (34). Επιπρόσθετα, η ανίχνευση µεγάλου αριθµού 
πλασµακυτταροειδών δενδριτικών κυττάρων που παράγουν IFNα στους ΕΣΑ ασθενών 
µε σύνδροµο Sjögren συγκριτικά µε αυτούς των µαρτύρων υπονοεί τη στοχευµένη 
εγκατάστασή τους εντός του ιστού στόχου (35-37). Σε συµφωνία µε αυτό, πρόσφατα 
ευρήµατα από µελέτες σε προσβεβληµένους σιελογόνους αδένες ασθενών που πάσχουν 
από σύνδροµο Sjögren έδειξαν ότι τα επιθηλιακά κύτταρα εµφανίζουν τόσο την 
υπογραφή των ιντερφερονών τύπου-Ι όσο και την υπογραφή των ιντερφερονών τύπου-II, 
ενώ τα περιβάλλοντα λεµφοκύτταρα την υπογραφή των ιντερφερονών τύπου-II (38). Με 
µία ευρύτερη οπτική, τα δεδοµένα αυτά υποδηλώνουν ότι οι κύριες κυτταροκίνες της 
φυσικής ανοσίας (ιντερφερόνες τύπου-I), οι οποίες µεσολαβούν τον αποπτωτικό 
κυτταρικό θάνατο έπειτα από την κατάλληλη διέγερση, συνυπάρχουν και πιθανότατα 
συλλειτουργούν µε την ανοσορυθµιστική κυτταροκίνη IFNγ, η οποία είναι ο κύριος 
επαγωγέας των ειδικών αποκρίσεων της επίκτητης ανοσίας στις παθολογικές βλάβες 
(38). Τα ακριβή αίτια πυροδότησης της παραγωγής ιντερφερονών στους ιστούς των 
ασθενών που πάσχουν από σύνδροµο Sjögren δεν είναι ακόµα γνωστά. Σε αυτά µπορεί 
να εµπλέκονται και ενδογενείς συνδέτες. Σε προηγούµενες µελέτες, δείχθηκε ότι 
αποπτωτικά σώµατα σε σύµπλοκο µε αντισώµατα µπορούν να χρησιµεύσουν ως 
επαγωγείς των ιντερφερονών τύπου-Ι (39). Άλλες µελέτες αποκάλυψαν ότι 
ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σύµπλοκα τα οποία περιέχουν µικρά µόρια RNA (π.χ. hY1-
RNA), τα οποία είναι κύριοι στόχοι των αυτοάνοσων αποκρίσεων στο σύνδροµο Sjögren, 
µπορούν επιπλέον να πυροδοτήσουν την παραγωγή ιντερφερονών µέσω της σύνδεσης 
των RNA συστατικών τους στον TLR3 ή τον TLR7 (40, 41). Επίσης, θεωρείται ότι η 
IFNγ ενισχύει τη σηµατοδότηση µέσω του TLR3 και τις επακόλουθες  αποκρίσεις των 
ιντερφερονών τύπου-I (42), οι οποίες εν συνεχεία αυξάνουν την παραγωγή 
αυτοαντιγόνων, την απόπτωση και τελικά την απελευθέρωση αποπτωτικών σωµατίων 
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που είναι πλήρη αυτοαντιγόνων τα οποία θα πυροδοτήσουν επιπλέον τις αποκρίσεις που 
µεσολαβούνται από τη σηµατοδότηση µέσω των TLRs και των ιντερφερονών, 
δηµιουργώντας έτσι έναν φαύλο κύκλο και παρουσιάζοντας έναν ακόµα µηχανισµό 
συνεργασίας των δύο τύπων ιντερφερονών για τη ρύθµιση της ενίσχυσης και της 
διατήρησης των ανοσολογικών αποκρίσεων που µεσολαβούνται από TLRs (38).  
Συνοψίζοντας, η διέγερση του TLR3 στα ΕΚΣΑ προκαλεί µία άµεση και µία έµµεση, 
εξαρτώµενη από IFNβ, αύξηση της έκφρασης της Ro52/TRIM21. Με το µηχανισµό αυτό 
µπορούν να παραχθούν µεγάλες ποσότητες ενδοκυττάριων αυτοαντιγόνων τα οποία 
γίνονται προσβάσιµα από το ανοσοποιητικό σύστηµα µέσω της επαγωγής της κυτταρικής 
απόπτωσης, και τις απελευθέρωσης των αυτοαντιγόνων σε αποπτωτικές φυσαλίδες. 
Εποµένως, τα δεδοµένα µας εµπλέκουν τον TLR3, ως το µόριο που βρίσκεται στο 
σταυροδρόµι της φυσικής µε την επίκτητη ανοσία, καθώς η σύνδεσή του δεν παρέχει 
µόνο σήµατα για την παραγωγή ιντερφερόνης, αλλά και για την ενεργό σύνθεση του 
ενδοκυττάριου αυτοαντιγόνου, το οποίο µπορεί τελικά να εκκινήσει ειδικές 
ανοσολογικές αποκρίσεις.  
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INTRODUCTION
Autoimmune diseases, caused by a
breakdown in self tolerance, are charac-
terized by the appearance of autoanti-
bodies and autoreactive T lymphocytes.
Systemic lupus erythematosus (SLE) is
considered the prototypic systemic auto-
immune disease disorder involving both
humoral and cellular forms of adaptive
immune response and affecting the skin,
joints, kidneys, lungs, nervous system,
serous membranes and virtually every
organ in the body (1).
SLE is characterized by the production
of autoantibodies to ribonucleoprotein
(RNP) complexes. These autoantibodies
often arise in 2 grouped sets targeting
the U1-RNP complex and/or Ro/La par-
ticle (2). The U1-RNP particle is a major
component of the spliceosome, catalyz-
ing pre–messenger RNA (mRNA) splic-
ing into mRNA. Together with the Sm
proteins, U1-RNP contains specific pro-
teins (RNP 70, RNP A and RNP C) that
interact with the 164-nucleotide–long U1
RNA. The RNP-70 and RNP-A proteins
bear classical RNA recognition motifs
(RRMs) and bind directly to the U1
RNA, whereas RNP-C protein associates
via protein-protein interactions with
RNP-70 and one or more of the Sm pro-
teins (3). Similarly, the Ro/La particle is
composed of 1 of 4 small, uridine-rich hY
RNAs (human cYtoplasmic RNAs) non-
covalently associated with at least three
proteins, the Ro52, La/SSB and Ro60 au-
toantigens (4). La/SSB and Ro60 proteins
possess RNA binding motifs (classical
RRM and TROVE [telomerase-RO-vault-
element], respectively) allowing their di-
rect binding to hYRNA, whereas Ro52
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RNA Recognition Motif (RRM) of La/SSB: The Bridge for
Interparticle Spreading of Autoimmune Response to U1-RNP
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Systemic lupus erythematosus (SLE) is characterized by the production of grouped sets of autoantibodies targeting mainly the
U1 ribonucleoprotein (RNP) and/or Ro/La RNP particles. Intraparticle diversification of the autoimmune response is believed to
occur via epitope spreading. So far, it is not known how the autoimmune response “jumps” from one particle to another. To the
extent that the majority of nuclear autoantigens in SLE are RNA binding proteins and major epitopes were previously mapped
within their RRM (RNA recognition motifs), conserved sequences within RRM could be involved in the intermolecular and inter-
particle diversification process of the autoimmune response. We investigated the potential of RRM of the La/SSB autoantigen to
induce antibodies that cross-recognize components of the U1-RNP particle and therefore its capacity to produce interparticle
epitope spreading. We immunized New Zealand white rabbits with a peptide corresponding to the epitope 145–164 of La/SSB
(belonging to the RRM of La/SSB), attached in four copies on a scaffold carrier. Sera were drawn from 20 sera of patients with
SLE and anti–U1-RNP antibodies and 26 sera of primary Sjögren syndrome patients with anti-La/SSB antibodies. All sera were eval-
uated for reactivity against the major epitope of La/SSB (pep349–364), the RNP antigen and the RRM-related epitope of La/SSB
(pep145–164). Specific antibodies against pep145–164 were purified with immunoaffinity columns from selected sera. After the
immunization of the animals with pep145-164, a specific IgG antibody response was detected, directed against the La/SSB au-
toantigen (wks 3–7), the immunizing peptide (wks 3–27), and the RNP autoantigen (wks 7–20). This response gradually decreased
to low levels between postimmunization wks 27–42. Purified antibodies against pep145–164 recognized La/SSB and a 70-kD au-
toantigen in Western blot and exhibited significant reactivity in anti–U1-RNP ELISA. Depletion of anti-pep145–164 antibodies elim-
inated anti–U1-RNP reactivity from immunized rabbit sera but not from human sera. In addition, pep145–164 was recognized to
a greater extent by autoimmune sera with anti-RNP reactivity compared with anti-La/SSB–positive sera, in contrast to
pep349–364 of La/SSB, which was recognized almost exclusively by sera with anti-La/SSB reactivity. These data suggest that the
RRM region of La/SSB can trigger interparticle B-cell diversification to U1-RNP-70 autoantigen via molecular mimicry. Identifica-
tion of key sequences that trigger and perpetuate the autoimmune process is particularly important for understanding patho-
genetic mechanisms in autoimmunity.
© 2010 The Feinstein Institute for Medical Research, www.feinsteininstitute.org
Online address: http://www.molmed.org
doi: 10.2119/molmed.2009.00106
Address correspondence and reprint requests to John G Routsias, Department of
Pathophysiology, School of Medicine, National University of Athens, 75 Mikras Asias
Street, 115 27 Athens, Greece. Phone: + 30-210-7462670; Fax: + 30-210-7462664; E-mail:
jroutsias@med.uoa.gr.
Submitted August 10, 2009; Accepted for publication October 12, 2009; Epub
(www.molmed.org) ahead of print October 14, 2009.
participates in the complex via protein-
protein interactions (2,5). The localization
of Ro/La complexes is mainly cytoplas-
mic, but their assembly is performed in
the nucleus (6,7).
The Ro/La RNP particle has been
claimed to play an important role in the
initiation of autoimmunity, because au-
toantibodies targeting this particle usu-
ally appear before clinical manifesta-
tions of SLE and earlier than anti-Sm
and anti-nuclear RNP antibodies (mean
3.4 years versus 1.2 years) (8). The pro-
portion of SLE patients with anti-Sm or
anti- nuclear RNP antibodies increases
dramatically in the year before diagno-
sis, indicating that appearance of these
autoantibodies heralds the clinical onset
of the disease (8). Specifically, the clini-
cal onset of disease coincides not so
much with the appearance of anti-Sm or
RNP antibodies but with the cessation
of the development of new autoanti-
body specificities. Indeed, the rate of
appearance of new autoantibody speci-
ficities has been found to gradually in-
crease until the diagnosis of SLE and to
be halted afterward (8).
Diversification and augmentation of
the autoimmune response is believed to
occur via epitope spreading, a process
whereby distinct and non–cross-reactive
epitopes are created (9,10). Two types of
epitope spreading have been described:
intramolecular spreading, in which the
autoimmune response spreads in epi-
topes within the same protein, and in-
termolecular spreading, which also
 involves other protein components
physically associated within the same
antigenic complex, such as a spliceo-
some and Ro/La particles. It is not yet
known how the autoimmune response
“jumps” from one particle to another.
To the extent that the majority of nu-
clear autoantigens in SLE are RNA-
binding proteins and major epitopes
were previously mapped within their
RRM motifs (in the case of La/SSB,
RNP-A and RNP-70 autoantigens) (2),
molecular similarity of conserved se-
quences within RRM could be involved
in the intermolecular and interparticle
diversification process of the autoim-
mune response. Here we report our ex-
ploration of the potential of the RRM of
the La/SSB autoantigen to induce anti-
bodies that recognize components of
U1- RNP particle, and therefore its ca-
pacity to produce interparticle epitope
spreading.
MATERIALS AND METHODS
Human Sera
Sera were obtained from 72 patients
with primary Sjögren syndrome (pSS)
(11), 82 patients with SLE (12), 38 pa-
tients with rheumatoid arthritis (RA) (13)
and 55 healthy subjects. All patients ful-
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Figure 1. (A) Sequence similarity and conserved regions among the RNA recognition
(RNP1) motif of several spliceosomal and other autoantigens. Homologous amino acid
residues are represented in different colors. The conserved consensus pattern is shown
under the sequences. (B) Structural similarity of the epitope 145–164 aa within the RNP1
motif of La/SSB with other autoantigens. Superimposed structures of the RNP1 regions of
the autoantigens U2B′′ RNP (PDB: 1A9N, [20]), U1A RNP (PDB: 1OIA, [19]), nucleolin (PDB:
1RKJ, [18]), hnRNP (PDB: 1 × 4B), and La/SSB (PDB: 1ZH5, [21]) are depicted (on the left) in
complex with a UUUOH-RNA dimer obtained from structure 1ZH5 (shown in yellow). The ho-
mologous regions with the La/SSB epitope are represented as ribbons with different col-
ors, and their electrostatic potential is depicted on the right (positive charges in blue
color, negative charges in red, and neutral regions in gray). All structures obtained from
the PDB database. 
filled the American/European classifica-
tion criteria (11–13). All sera had been
previously screened for the presence of
anti-Ro/SSA and anti-La/SSB autoanti-
bodies by counterimmunoelectrophoresis
(CIE) and immunoblot, as described
 previously (14).
Peptide Synthesis and Purification
The linear B-cell epitope of La/SSB
that resides within its RRM
145TLHKAFKGSIFVVFDSIESA164, 
and the major epitope of La/SSB
349GSGKGKVQFQGKKTKF364 were syn-
thesized as multiple antigenic peptides
(MAP) attached in four copies to the
tetrameric MAP backbone and used for
immunization and ELISA experiments.
The irrelevant peptide IASRYDQL (corre-
sponding to the sequence 250–257aa of
Leismania glycoprotein gp63), selected
because it has the same charge with
pep145–164 at pH 7, was attached in
MAP scaffold-like pep145–164 and used
as control peptide (ctrl-pep). An addi-
tional peptide corresponding to the epi-
tope 145TLHKAFKGSIFVVFDSIESA164
was synthesized in its free form and
used for antibody purification and evalu-
ation of their reactivity. All peptides were
synthesized according to the solid-phase
peptide synthesis procedure, purified
with fast protein liquid chromatography
and tested by mass spectrometry for con-
firmation of their sequence identity.
Rabbit Immunization
Ten New Zealand White female rabbits,
6-±-8-wks-old, were immunized accord-
ing to a previously described protocol
(15), using 0.5 mg immunogen emulsified
in complete Freund’s adjuvant (CFA) for
the first injection and incomplete Freund’s
adjuvant for the subsequent injections.
Successive bleedings were performed be-
fore the immunizations of the animals at
wks 0, 3, 7, 13, 20, 27, 38 and 42.
Estimation of Anti–La/SSB and 
Anti–U1-RNP Reactivity
Recombinant human La/SSB whole
protein was constructed using the meth-
odology that has been previously de-
scribed by Troster et al. (16) and used in
enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) according to a previously pub-
lished protocol (17) with modifications in
the coating conditions. More specifically,
plates were coated with recombinant
La/SSB in the presence of 6M urea to de-
nature the autoantigen and to remove any
RNA that could mask its RRM domains.
The anti–U1-RNP reactivity was moni-
tored by a commercially available ELISA
based on affinity purified autoantigen
(RNP ELISA; IBL, Hamburg, Germany).
ELISA Assays with Synthetic Peptides
Specific antipeptide ELISA assays were
developed and performed to detect the
antibodies in human sera as well as in
rabbit sera. Sera from all animals were
tested against the peptides pep145–164,
pep349–364 and ctrl-pep peptide. Sera
from patients were tested for reactivity
against the peptides pep145–164 and
pep349–364; 96-well polystyrene plates
(Costar, Corning, NY, USA) were coated
with the solution of the coating peptide at
a concentration of 5 μg/mL in carbonate-
bicarbonate buffer (pH 9.6). Nonspecific-
binding was blocked using blocking
buffer consisting of bovine serum albu-
min 2% wt/vol in phosphate buffered
saline (PBS) pH 7.4. Afterward, rabbit sera
or human sera were added to blocking
buffer in a dilution of 1:700 or 1:140, re-
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Figure 2. Immunization of rabbits with the epitope 145–164 aa of La/SSB. (A) Reactivity
against pep145–164 and control peptide at different postimmunization time points. (B) Reac-
tivity against La/SSB and U1-RNP antigens as assessed by specific ELISA assays. The develop-
ment of anti-La/SSB antibodies (at wk 3) preceded the production of anti–U1-RNP antibod-
ies (wk 7–20). (C) Western blot (using rabbit thymus extract) showing the development and
the attenuation of anti-70kD activity of rabbit sera after immunization with pep145–164.
spectively. After an incubation period of
2 h at room temperature, the ELISA plates
were washed three times with PBS. Alka-
line phosphatase–conjugated antirabbit
IgG or antihuman IgG (Jackson Immuno -
research, West Grove, PA, USA), diluted
1:1400 in blocking buffer, was added to
the assays with the rabbit or the human
sera, respectively, and the plates were in-
cubated for 1 h. Subsequently, the wells
were washed and 100 μL p-nitrophenol
substrate (Sigma-Aldrich, Munich, Ger-
many) was added, and the absorbance
was measured at 405 nm. The cutoff point
for the assays with human sera was set
as the mean optical density values plus
three standard deviations of sera from 55
healthy individuals.
To exclude background binding and
verify the coating efficiency in ELISA
experiments, each plate was divided
into two halves, one coated with
pep145–164 and one coated with MAP
carrier and blocked with albumin block-
ing buffer. None of the rabbit sera ex-
hibited significant reactivity with MAP
carrier or albumin. In the experiments
done for human sera screening, 2 SLE
sera demonstrated significant binding to
MAP and/or albumin and they ex-
cluded from data analysis.
Purification of Human 
Anti-pep145–164aa Antibodies
Total IgG from the sera of three pa-
tients, containing autoantibodies to the
La/SSB epitope 145–164, were purified
by affinity chromatography using a pro-
tein-A Sepharose 4B column. IgG frac-
tions were concentrated and dialyzed
against PBS. A specific immunoaffinity
column of cyanogen bromide (CNBr)–
activated Sepharose 4B (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden) was gener-
ated by standard methods, using 10 mg
of the synthetic pep145–164. Anti-
pep145–164 IgG antibodies were puri-
fied from the three human fractions of
total IgG as well as from rabbit sera im-
munized with pep145–164 by using
standard immunoaffinity procedure
(elution was performed with 0.1 mol/L
HCl-Gly, pH 2.7). Antibody concentra-
tion was measured using the Bradford
assay.
Western Blotting
Rabbit thymus extract was first sub-
jected to electrophoresis in 12% SDS-
polyacrylamide gels and then transferred
to nitrocellulose. The blotted strips were
saturated in Tris-buffered saline, pH 7.5,
containing 0.1% Tween (TBS-T) and 5%
nonfat milk for 1 h at room temperature,
and then incubated with rabbit antisera
diluted 1:120 in TBS-T milk overnight at
4°C. After washing, strips were incubated
with alkaline-phosphatase conjugated
antibodies to rabbit IgG (1:1,100 in TBS-T
milk). Afterward, the strips were washed
and nitro-blue-tetrazolium chloride/
5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate
substrate (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK) was used to re-
veal positive reactions.
RESULTS
Sequence and Structural Similarity
between the RRMs Belonging to
Different Autoantigens
According to our hypothesis, a con-
sensus sequence within the RRM do-
main conserved in many autoantigens,
might play a role as driver epitope for
intermolecular and interparticle epitope
spreading in systemic autoimmunity.
We examined the sequence and struc-
tural similarity among the RRM motifs
of several self-proteins. A homologous
region was identified in the central part
of the RRMs. Although the degree of
similarity in its primary structure was
moderate, varying between 35% and
60% (Figure 1A), all RRM regions
adopted a very similar tertiary structure
(Figure 1B) (18–21) that could favor a
potential cross-recognition by autoanti-
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Figure 3. Assessment of the reactivity of purified anti-pep145–164 antibodies from three
patients and immunized rabbits. All purified antibodies recognized U1-RNP (A) and
pep145–164 (B) in ELISA. Purified antibodies from two patients were also tested in Western
Blot against HeLa extract (C) and found to recognize bands at 48kD and 70kD, corre-
sponding to La/SSB and RNP-70 autoantigens.
bodies. The homologous region of
La/SSB (aa145–164) had been previ-
ously characterized by our group as an
SLE–associated B-cell epitope (14), serv-
ing also as a T-cell epitope (22) in rabbit
immunization experiments.
Antibodies Generated in Rabbits
Immunized with the Epitope 145–164
of La/SSB React with the Cognate
Protein and with the U1-RNP
Autoantigen
In our diversification model, the RRM
of La/SSB may have been involved in
the induction of the antispliceosomal au-
toimmune response via molecular mim-
icry. To investigate this possibility, we
immunized New Zealand white rabbits
with pep145–164 of La/SSB. Sera from
rabbits were collected at different pre-
and postimmunization time points and
tested for reactivity against the immu-
nizing peptide and a control peptide. It
was found that 3 wks after the first im-
munization rabbits produced antibodies
toward the immunizing peptide, which
reached their maximum reactivity be-
tween wks 7 and 13. In contrast, no reac-
tivity against the control peptide was
observed (Figure 2A).
We also investigated whether antibod-
ies raised against peptide pep145–164 of
La/SSB were able to recognize the whole
cognate protein and proteins present in
the U1-RNP particle. It was found that
the first-appearing antibodies, capable of
recognizing the La/SSB protein (at wk 3
after the immunization) were progres-
sively eliminated at wk 13. The develop-
ment of anti-La/SSB antibodies was fol-
lowed by the production of anti–U1-RNP
antibodies at wk 7, which remained at
high levels until wk 20 (Figure 2B).
Therefore, immunization with an au-
toepitope of La/SSB autoantigen can
produce antibodies capable of recogniz-
ing components of another autoantigenic
complex, the U1-RNP.
To confirm the above findings the se-
quential sera from immunized rabbits
were tested in Western blot against a
rabbit thymus extract. At wk 7, a band at
70 kD appeared, which exactly followed
the kinetics of anti–U1-RNP antibodies
in terms of time and signal intensity
(Figure 2C).
Purification of Antibodies toward the
Epitope 145–164 of La/SSB Reveals
their Capacity to Cross-Recognize 
U1-RNP Autoantigen
To gain further insight into the mecha-
nism involved in the recognition of U1-
RNP autoantigen by autoantibodies in
our model, we coupled the latter peptide
onto an immunoaffinity column and per-
formed affinity purification of specific
antipeptide antibodies from immunized
rabbit and patient sera with anti-pep145-
164 reactivity. It was found that anti-
pep145–164 antibodies from immunized
rabbits recognized not only the peptide
against which they were purified (Fig-
ure 3A) but also the U1-RNP autoantigen
(Figure 3B). This observation was also
true for human sera from patients with
SLE, demonstrating that specific antibod-
ies that bind to a conserved epitope of
La/SSB also have the capacity to cross-
recognize U1-RNP autoantigen. Purified
antibodies from patients with SLE were
also tested in Western Blot against HeLa
extract. Specific bands at molecular
weights of 48 kD and 70 kD were de-
tected (Figure 3C). Comparison with ref-
erence sera indicated that these bands
most likely correspond to La/SSB and
RNP-70 autoantigens. Since purified
anti-pep145–164 antibodies recognize the
U1-RNP antigen, we expect that purified
anti–U1-RNP antibodies will also recog-
nize pep145–164 of La/SSB. However,
this experiment has not been done.
To examine if epitope recognition on
U1-RNP autoantigen is expanded beyond
the RRM homologous region, we investi-
gated whether anti–U1-RNP reactivity of
human and rabbit sera could be absorbed
onto the RRM peptide (pep145–164 im-
munoaffinity column). It was found that
after the depletion of anti-pep145–164 an-
tibodies, sera of immunized rabbits lost
their capacity to recognize U1-RNP au-
toantigen. In contrast, the serum of
human study patient 1, which was sub-
jected to the same immunoaffinity col-
umn, completely retained its anti–U1-
RNP reactivity (Figure 4). These observa-
tions strongly indicate that immunized
rabbit sera (tested at postimmunization
wk 13) react with the homologous RRM
region of U1-RNP but not with other epi-
topes on the same auto antigen. On the
other hand human sera recognize multi-
ple epitopes on U1-RNP autoantigen, and
their anti–U1-RNP  reactivity cannot be
absorbed onto pep145–164. Additional
evidence was  obtained by competitive
ELISA assays, which demonstrated that
anti–U1-RNP reactivity of immunized
rabbit sera could be inhibited (52%–59%)
by incubation with pep149–164 peptide
(data not shown).
Prevalence of Anti-pep145–164
Antibodies in Autoimmune Sera
We next examined the prevalence of
antibodies against pep145–164 in differ-
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Figure 4. Assessment of the reactivity of
sera before and after affinity purification of
anti-pep145–164 antibodies. Depletion of
anti-pep145–164 antibodies eliminated the
anti–U1-RNP reactivity of immunized rabbit
serum (wk 13) but not the anti–U1-RNP re-
activity of patient #1 serum. All sera and
flowthroughs were diluted properly to con-
tain approximately 15 μg/mL of IgG.
ent autoimmune diseases, as well as in
normal populations. Antibodies recog-
nizing the epitope 145–164 of La/SSB
were detected in 29% of SLE, 39% of SS,
and 13% of RA sera, but not in sera from
healthy individuals (Figure 5A). Analysis
of the reactivities of the sera according to
their autoantibody specificity in CIE
demonstrated that although these anti-
bodies were common in both anti-
La/SSB–positive and anti–RNP-positive
sera, their reactivity was higher in RNP-
positive sera (t = 4.07, P = 0.0002), which
occurs mainly in patients with SLE (Fig-
ure 5B).
To examine the autoantibody reactivity
profile of the patient sera in more detail,
we evaluated their reactivity against the
pep145–164 of La/SSB and the pSS-
 related major epitope of La/SSB
(pep349–364) with regard to their speci-
ficity in CIE. It was found that patient
sera could be divided into 3 groups: (a)
sera with anti-pep349–364 antibodies
alone, (b) sera with both anti-pep145–164
and anti-pep349–364 antibodies and (c)
sera with anti-pep145–164 antibodies
alone (Figure 6A). Notably, all sera from
group c were anti-RNP–positive sera,
whereas sera belonging to groups (a) and
(b) were anti-La/SSB–positive sera.
Therefore, the existence of anti-
pep145–164 without anti-pep349–364
 antibodies is an exclusive feature of anti-
RNP–positive sera. The autoantibody
specificity of the sera was further con-
firmed by anti-La/SSB and anti–U1-RNP
ELISA assays (Figure 6B).
DISCUSSION
The autoantibody diversification in
SLE has been partially elucidated via the
proposed mechanism of intra- and
 intermolecular spreading (9,10). This
mechanism may explain the different
clusters of autoantibodies in SLE (against
spliceosome and hYRNPs), but not the se-
quential appearance of autoantibodies
against autoantigens belonging to differ-
ent macromolecular complexes. The re-
sults of the present study provide evi-
dence that a conserved sequence within
the RRM motif of the La/SSB autoantigen
can induce antibodies that cross- recognize
components of the U1-RNP particle.
We first noticed that the RRMs belong-
ing to different autoantigens adopt a very
similar tertiary structure (necessary for
their interaction with RNA) and possess a
conserved sequence in their central part.
Although Ro60 protein possesses RRM
domains, the degree of their sequence
similarity with RRMs of the components
of the U1-RNP complex is lower com-
pared with La/SSB autoantigen. More-
over, the conserved sequence of the RRM
of La/SSB has been previously character-
ized in our laboratory as B-cell/ T-cell epi-
tope associated with SLE (14,22).
Rabbits immunized with pep145–164
of La/SSB produced both anti-La/SSB
and anti–U1-RNP antibodies in a two-
step pattern, with anti-La/SSB antibodies
appearing first, followed by anti–U1-
RNP antibodies. Because the conserved
RRM regions of La/SSB and RNP-70 au-
toantigens differ significantly in their
amino acid sequence, it is not surprising
that a period of time was required in
order for anti-pep145–164 antibodies to
adapt their specificity to U1-RNP. The
appearance of antibodies targeting U1-
RNP might also be explained by a differ-
ent mechanism, involving intramolecular
spreading to another unidentified epi-
tope of La/SSB followed by cross-
 recognition of U1-RNP. To elucidate the
mechanisms, specific anti-pep145–164
antibodies were purified from immu-
nized rabbits and found to cross-
 recognize directly the U1-RNP. Further-
more, to gain insight into human disease,
we also purified specific anti-pep145–164,
antibodies from SLE patient sera. These
antibodies also recognized U1-RNP. Al-
though both rabbit and human sera rec-
ognized the U1-RNP autoantigen, their
reactivity could be discriminated on the
basis of its ability to be absorbed onto
pep145–164. Thus, immunized rabbit
sera lost their reactivity after passage
through the pep145–164 immunoaffinity
column, but human sera did not. These
results most likely reflect the limited epi-
tope recognition in rabbits (owing to the
cross-reaction with the RRM homologous
region) and the multiple epitope recogni-
tion by human SLE sera. These findings
are also consistent with previous studies
reporting that limited epitope recogni-
tion on an autoantigen occurs when the
immunizing peptide has a low degree of
sequence similarity with it (23). In this
case an additional step is required (for
example, affinity maturation of antibod-
ies in the presence of U1-RNP autoanti-
gen) to gain diversification of immune
response to additional epitopes of 
U1-RNP.
Antibodies against pep145–164 were
detected in 39% of patients with pSS and
in a small subgroup of patients with RA.
However, anti-RNP–positive sera, which
occur mainly in patients with SLE,
demonstrated significantly higher reac-
tivity for anti-pep145–164 antibodies as
compared with anti-RNP–negative sera.
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Figure 5. (A) Prevalence of anti-
pep145–164 antibodies in autoimmune
sera from patients with SLE, pSS, or RA and
healthy individuals (normals). (B) Analysis
of the reactivities against pep145–164 of
the sera according to their autoantibody
specificity in CIE. Anti-pep145–164 reactiv-
ity was found to be higher in RNP-positive
(+) sera (P = 0.0002).
These sera did not possess reactivity
against the epitope 349–364, which has
been previously characterized as the
major, associated with pSS, epitope of
La/SSB (14). We should also note that
these sera were found to be negative for
anti-La/SSB antibodies in CIE, which
most likely reflects either a limited epi-
tope recognition within La/SSB autoanti-
gen that is insufficient to produce an im-
munoprecipitation reaction in CIE or an
epitope masking by hY-RNA bound in
the RRM region of La/SSB in assays em-
ploying the antigen in its natural confor-
mation (24).
Our experimental data strongly rein-
force the hypothetical model proposed
some years ago by Monneaux and
Muller (9,25). In this model, the RRM
consensus sequence can drive epitope
spreading in spliceosomal proteins via
molecular mimicry (25). In this regard,
Monneaux and Muller demonstrated that
immunization of rabbits with a peptide
corresponding to the epitope 131–151aa
within the RRM of RNP-70 could pro-
duce antibodies that recognize, in addi-
tion to the cognate protein, the compo-
nents RNP-A, RNP-C and Sm-D of the
U1-RNP particle (26). These antibodies
had the capacity to cross-recognize pep-
tides corresponding to the RRMs of dif-
ferent nuclear autoantigens, such as
RNP-70, RNP-A and hnRNP-A2 (26). Ac-
cording to this model, the RRM initiates
spreading of the immune response to the
whole protein (intramolecular spread-
ing), then spreading proceeds in an or-
dered manner to other proteins contain-
ing the RRM(s) and, finally, to proteins
that do not contain any RRM but are also
localized in the same particle (intermole-
cular spreading). To date, experimental
data exist only for epitope spreading via
RRMs to the physically associated
spliceosomal proteins. Our present data
provide for the first time evidence that
interparticle spreading of immune re-
sponse via RRM can also occur. The pro-
posed model can also be applied to other
“driver” epitopes such as the proline-rich
region PPPGMRPP that holds a cross-re-
active epitope, present in several spliceo-
somal autoantigens and recently identi-
fied as an early target of RNP humoral
autoimmunity in SLE (27). In this regard,
in addition to intramolecular and inter-
molecular spreading, the autoimmune
response diversifies via molecular mim-
icry with key sequences, common in au-
toantigens targeted in SLE.
Taken together, our data suggest that
the RRM region of La/SSB can trigger
interparticle B-cell diversification to U1-
RNP, confirming the importance of the
RRM region in the pathway of events
leading to autoimmunity in SLE. Identi-
fication of key sequences that trigger
and perpetuate the autoimmune process
is particularly important for under-
standing the initial events in autoim-
mune response and designing specific
therapeutic strategies capable of block-
ing the cascade of spreading (taking
place during the development of auto-
immune response).
ACKNOWLEDGMENTS
The authors thank H. Moutsopoulos
for useful discussion and advice.
DISCLOSURE
The authors declare that they have no
competing interests as defined by Molec-
ular Medicine, or other interests that
R E S E A R C H  A R T I C L E
M O L  M E D  1 6 ( 1 - 2 ) 1 9 - 2 6 ,  J A N U A R Y - F E B R U A R Y  2 0 1 0  |  R O U T S I A S  E T  A L .  |  2 5
Figure 6. Reactivity of representative sera against the RRM-related epitope 145–164 and
the major epitope 349–364 of La/SSB (A) as well as against U1-RNP and La/SSB autoanti-
gens (B). The existence of anti-pep145–164 without anti-pep349–364 antibodies is a fea-
ture found exclusively in anti-RNP–positive (+) sera. Anti-La (+) sera can contain either
anti-pep349–364 alone or anti-pep349–364 accompanied by anti-pep145–164 antibodies.
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Association of the Idiotype:Antiidiotype Antibody Ratio
With the Efficacy of Intravenous Immunoglobulin Treatment
for the Prevention of Recurrent Autoimmune-Associated
Congenital Heart Block
John G. Routsias,1 Nikolaos C. Kyriakidis,1 Deborah M. Friedman,2 Carolina Llanos,3
Robert Clancy,4 Haralampos M. Moutsopoulos,1 Jill Buyon,4 and Athanasios G. Tzioufas1
Objective. Congenital heart block (CHB), a man-
ifestation of neonatal lupus, is associated with maternal
anti-Ro/SSA and anti-La/SSB autoantibodies and re-
curs in 18% of subsequent pregnancies. This study
was undertaken to investigate the effect of the idiotype:
antiidiotype (Id:anti-Id) antibody ratio in the ability of
intravenous immunoglobulin (IVIG) administered dur-
ing subsequent pregnancies to prevent CHB.
Methods. We studied 16 anti-Ro/SSA and anti-La/
SSB–positive pregnant women from the Preventive IVIG
Therapy for Congenital Heart Block study who had
previously given birth to a child with neonatal lupus. In
3 of the mothers, the study pregnancy resulted in the
birth of a child with neonatal lupus (2 with CHB and 1
with rash). Sequential serum samples were obtained
from all mothers immediately before the administration
of IVIG during pregnancy and were evaluated for anti-
bodies against the major B cell epitope 349–364aa of
La/SSB (idiotype) and its antiidiotypic antibodies.
Results. Following IVIG treatment, serum titers
of anti-La(349–364) (Id antibodies) decreased in 80% of
the mothers, and in 60% an increase in anti-Id anti-
bodies against anti-La(349–364) was observed. The Id:
anti-Id ratio was significantly higher in mothers whose
offspring developed neonatal lupus compared to moth-
ers who gave birth to a healthy child (P < 0.0001).
Removal of anti-Id antibodies substantially increased
the reactivity against La(349–364) in sera from 5 of 7
mothers tested. All IVIG preparations were examined
for Id and anti-Id antibody activity. IVIG from batches
administered to mothers who gave birth to a healthy
child had an Id:anti-Id activity ratio of <1, in contrast
to that given to mothers who gave birth to a child with
neonatal lupus. Addition of the IVIG preparations to the
maternal sera further enhanced antiidiotypic activity
(by up to 4.7-fold) in 11 of 13 patients studied.
Conclusion. This is the first study in humans to
demonstrate that IVIG influences the Id–anti-Id net-
work of a specific pathogenic autoantibody. Specifically,
we showed that IVIG enhanced the anti-Id antibody
response in pregnant women with anti-La/SSB anti-
bodies. A high Id:anti-Id ratio in both the IVIG prepa-
ration and the maternal serum may explain the absence
of an effect of IVIG in preventing recurrent neonatal
lupus in some cases.
Congenital heart block (CHB) is a model of
passively acquired autoimmunity that is strongly associ-
ated with the transplacental passage of maternal IgG
against Ro/SSA and La/SSB ribonucleoproteins (1).
CHB is a cardiac manifestation of the so-called neonatal
lupus syndromes, a constellation of clinical manifesta-
tions found in babies born to mothers with anti-Ro/anti-
La antibodies, which may include a cutaneous rash or,
very rarely, blood or liver abnormalities that improve
over time (2,3).
CHB is the most serious manifestation of neona-
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tal lupus and can cause permanent and often life-
threatening damage to the fetal heart. The incidence of
CHB in the offspring of mothers with the pathologic
autoantibodies ranges between 1% and 2% (4,5), but the
recurrence rate in subsequent pregnancies following the
birth of a child with neonatal lupus is 18% (6–8). It
appears that the presence of maternal antibodies is a
necessary, but not sufficient, condition for the develop-
ment of CHB. The uterine environment, fetal factors
(e.g., genes, viral infections), and maternal factors (e.g.,
specific autoantibody profile) (9) or the absence of an
active antiidiotypic network targeting pathogenic auto-
antibodies (10) have been proposed as possible cofactors
in the development of CHB. In a previous study, in an
attempt to define the role of this network in the devel-
opment of neonatal lupus, we evaluated the idiotypic–
antiidiotypic (Id–anti-Id) network of antibodies target-
ing the dominant epitopes of La/SSB (10); we concluded
that the presence of anti-Id antibodies to autoantibodies
against La/SSB may protect the fetus by blocking patho-
genic maternal autoantibodies.
In the present study of mothers who were en-
rolled in the Preventive IVIG Therapy for Congenital
Heart Block (PITCH) study, we evaluated the effects
of intravenous immunoglobulin (IVIG) therapy on the
Id–anti-Id network of anti-La/SSB antibodies. We found
that, although administration of intravenous immuno-
globulin (IVIG) at doses consistent with replacement
does not prevent the recurrence of CHB overall (11), it
significantly alters the Id–anti-Id network of pathogenic
autoantibodies, increasing the anti-Id response against
them. We also showed that in the pregnancies resulting
in the birth of a healthy child, the anti-La/SSB antibody
Id:anti-Id ratio in maternal serum was significantly lower
compared to the ratio observed in pregnancies resulting
in the birth of a child with neonatal lupus.
PATIENTS AND METHODS
Study subjects. Between January 2007 and January
2009, 21 women were enrolled in the PITCH study, a US-based
multicenter, prospective, open-label clinical trial, after provid-
ing informed consent. All of the following inclusion criteria
were required for study enrollment: 1) documentation of
anti-Ro/SSA and/or anti-La/SSB antibody positivity; 2) a pre-
vious child with CHB (any degree, documented by electrocar-
diography if a live birth and/or by echocardiography and/or
histologic findings if fetal death) and/or characteristic neonatal
lupus rash (confirmed by dermatologic assessment and/or
biopsy findings); and 3) current intrauterine pregnancy of 12
weeks’ gestation, with normal fetal heartbeat and heart struc-
ture. Exclusion criteria included 1) current prednisone dosage
20 mg/day or current use of dexamethasone at any dosage;
2) IgA levels below normal values for the laboratory conduct-
ing the test; or 3) presence of any structural abnormalities of
the fetal heart that could cause CHB, such as L-transposition
of the great arteries, atrioventricular (AV) septal defect, or
heterotaxia. Of the 21 women enrolled, there was 1 screening
failure: this patient had a spontaneous miscarriage at 9 weeks,
prior to initiation of the study protocol.
Sequential serum samples were obtained from the 20
mothers who completed the PITCH study. Three fetuses were
diagnosed as having advanced heart block (at weeks 19, 20, and
25 of gestation). One of them was from an anti-La/SSB–
negative mother. Of the 17 children without CHB, 1 neonate
(from an anti-La/SSB–positive mother) presented with a neo-
natal lupus rash and Sweet’s syndrome. Sera from 4 mothers
were found to be negative for anti-La/SSB antibodies (using a
commercial assay) and displayed minimal reactivity against the
major epitope of La/SSB, and therefore were not included in
further experiments. Therefore, the final study population
consisted of 16 women, 3 of whom gave birth to children with
neonatal lupus (2 with CHB, 1 with characteristic rash). All
sera were positive for antibodies against Ro 60 and Ro 52
autoantigens.
IVIG administration and followup. IVIG infusions
(400 mg/kg) were administered over periods of 3–4 hours at 12,
15, 18, 21, and 24 weeks’ gestation. Blood samples were
obtained before each infusion, at 28 weeks, at 34 weeks, and at
the time of delivery, and analyzed under blinded conditions.
Fetal echocardiograms were obtained weekly between week 16
and week 26 of gestation and then every 2 weeks thereafter
until week 34.
Peptide synthesis and definitions. Synthetic peptides
corresponding to the major B cell epitope of La/SSB,
G349SGKGKVQFQGKKTKF364 (La[349–364]), as well as its
complementary epitope, K364FRFLALKLYFSFTRP349
(cpep[349–364]), were purchased from Biosynthesis. We have
previously shown that antibodies against complementary
epitope La(349–364) are antiidiotypic to antibodies against
La(349–364) (10,12,13); thus, antibodies against epitope 349–
364 were considered as idiotypic and antibodies against com-
plementary epitope 349–364 as antiidiotypic.
Antipeptide and anti–complementary peptide enzyme-
linked immunosorbent assays (ELISAs). Antipeptide and
anti–complementary peptide antibodies were detected with an
ELISA that was optimized for each synthetic peptide, accord-
ing to a previously described protocol (10).
Isolation of anti-La(349–364) IgG antibodies. Specific
CNBr-activated Sepharose 4B immunoaffinity columns were
generated by standard methods, using 15 mg of La(349–364)
peptide. IgG from 4 sera that strongly recognized the La/SSB
epitope 349–364 on ELISA were purified with protein
A–Sepharose, concentrated, dialyzed against phosphate buff-
ered saline (PBS), and passed through the peptide immuno-
affinity column. Subsequently, the column was washed with
PBS and eluted with 8M urea. The eluates were dialyzed
against PBS, concentrated, and redialyzed. Antipeptide IgG
concentrations were evaluated by the Lowry method (DC
Protein Assay; Bio-Rad).
Preparation of F(ab)2 anti-La(349–364) fragments
and assay for direct detection of anti-Id antibodies. Purified
anti-La(349–364) IgG antibodies were subjected to enzymatic
degradation with pepsin and purified to be free of traces
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of intact IgG, as described previously (12). Purified F(ab)2
fragments of anti-La(349–364) antibodies (5 g/ml in car-
bonate buffer [pH 9.6]) were applied in Costar high-binding
microtiter plates for 1 hour at 25°C. Subsequently, the plates
were blocked and washed, and sera were added at a dilution
of 1:150–1:300 and incubated overnight at 4oC. The wells
were then washed and alkaline phosphatase–conjugated
goat anti-human IgG (1:2,000 in blocking buffer; Jackson
ImmunoResearch) was added. The plates were incubated for
1 hour at room temperature. The wells were then washed and
an ELISA amplification substrate system (Invitrogen) was
applied. Absorbance was measured at 495 nm.
Anti-La(349–364) ELISA after removal of anti-Id
antibodies. Anti-La(349–364) reactivity was evaluated after
dissociation of Id–anti-Id immune complexes (by heating the
samples at 53oC) and subsequent removal of anti-Id antibodies
using anti-La(349–364) purified antibodies coupled to protein
A–Sepharose beads. Normal IgG coupled to protein
A–Sepharose beads was used as a negative control.
RESULTS
Augmentation of the anti-Id response by IVIG
administration. Id and anti-Id antibody titers in serial
serum samples from 15 of 16 anti-La/SSB–positive
mothers, including 2 who gave birth to children with
neonatal lupus, were assessed under blinded conditions.
Serial samples were not available from 1 of the anti-La/
SSB–positive mothers, who also gave birth to a child
with neonatal lupus; thus, this mother was not included
in the analyses involving serial samples. We found that
IVIG administration augmented the anti-Id response
and in parallel attenuated the Id response, in the
majority of sera tested. More specifically, after therapy
the titer of anti-Id antibodies was increased (by 14–
620%) in 9 mothers (60%), anti-Id activity remained
the same as at study entry in 2 mothers, and the titer
of anti-Id antibodies was decreased (by 13–78%) in 4
mothers. In contrast, the titer of Id antibodies was
decreased (by 14–61%) in 12 mothers (80%), Id activity
remained the same as at study entry in 1 mother, and
the titer of Id antibodies was increased (by 38–53%) in
2 mothers.
The Id:anti-Id ratio of antibodies against the
major epitope of La/SSB predicts the appearance of
neonatal lupus in anti-La–positive sera. In the 2 moth-
ers whose study pregnancy resulted in the birth of a child
with neonatal lupus and for whom sequential sera were
available (patients 595 and 575), anti-Id antibody titers
did not increase. Although the Id antibody titers in these
2 mothers were decreased by 32% and 42%, respec-
tively, these titers remained 4.96- and 4.45-fold higher
than the anti-Id antibody titers. In contrast, mothers who
gave birth to a healthy child had either a lower titer of Id
antibodies than anti-Id antibodies or a robust increase in
anti-Id antibodies during the period of IVIG treatment,
bringing their levels very close to the levels of Id
antibodies by the end of therapy (t  6.81, P  0.0001,
average difference between Id and anti-Id titer in pa-
tients 595 and 575 versus the other 13 mothers). Fur-
thermore, all 3 anti-La–positive mothers who gave birth
to a child with neonatal lupus exhibited significantly
higher Id:anti-Id ratios than those in mothers whose
study pregnancy did not result in the birth of a child with
neonatal lupus (t  7.09, P  0.0001) (Figure 1A).
Confirmatory detection of anti-Id antibodies us-
ing highly purified F(ab)2 fragments of anti-La(349–
364) antibodies. Although previous studies in our labo-
ratory revealed that complementary peptides could be
efficiently used for detection of anti-La/SSB anti-Id
antibodies (12), we further confirmed detection of anti-
Id antibodies using highly purified F(ab)2 fragments of
anti-La(349–364) (Id) antibodies. Sequential sera from 7
anti-La/SSB–positive mothers were used in this assay.
The reactivity patterns obtained by the direct detection
of anti-Id antibodies were found to be almost identical to
those obtained using complementary peptides, for all
series of sera tested.
Removal of anti-Id antibodies enhances the re-
activity of antibodies against the major epitope of
La/SSB, La(349–364). Our previous work showed that
anti-Id antibodies are able to mask the anti-La/SSB
response; and dissociation of Id–anti-Id immune com-
plexes followed by blocking of anti-Id antibodies dis-
closed the hidden autoantibody activity (12). In the
present study we used a similar approach, dissociating
Id–anti-Id complexes by heating and removing the anti-
Id antibodies with beads coated with anti-La(349–364)
antibodies. We found that removal of anti-Id antibodies
increased the idiotypic reactivity pattern in sequential
sera from 5 of 7 mothers tested. None of these 5 mothers
gave birth to a child with neonatal lupus during the
study. In the serially tested sera from the remaining 2
mothers, there was no significant alteration of idiotypic
activity; 1 of these 2 mothers gave birth to a child with
neonatal lupus.
Inadequate content of anti-Id antibodies in IVIG
preparations administered to the mothers of children
with neonatal lupus. The increase in anti-Id activity
after IVIG administration observed in the majority of
mothers could be attributed to the exogenous addition
of anti-Id antibodies contained in the IVIG preparation.
Thus, we examined the Id and anti-Id content of the
IVIG preparations given to 13 anti-La/SSB–positive
mothers. IVIG preparations were found to contain
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anti-Id antibodies, but the titers fluctuated between
batches. Moreover, the ratios of Id:anti-Id activity in the
IVIG administered to mothers who gave birth to a child
with neonatal lupus were 1, which was a higher ratio
than the ratios found in the IVIG from batches admin-
istered to mothers giving birth to a healthy child (0.41–
0.84) (t  6.43, P  0.0001). Accordingly, mothers who
gave birth to a healthy child had received IVIG contain-
ing higher anti-Id activity in relation to Id activity
compared to mothers who gave birth to a child with
neonatal lupus (Figure 1B).
Exogenous addition of IVIG increases further
anti-Id reactivity in maternal sera. To explore the
potential of IVIG to further increase the anti-La/SSB
anti-Id activity in recipients’ sera, we added to each
mother’s serum (which had been collected just prior to
IVIG administration) 5.7 mg/ml of the IVIG prepara-
tion that the woman had actually received at each
treatment time point. In sera from 11 of 13 women,
exogenous IVIG addition enhanced anti-Id activity by
1.20–4.70-fold. Activity in sera from 3 representative
patients is shown in Figure 2. No significant alteration in
anti-Id activity was observed in sera from the remaining
2 women. In parallel, Id activity was reduced in sera
from 9 of 13 women (by 10–53%), remained stable in
serum from 1 woman, and increased (by 1.25–1.79-fold)
in sera from the remaining 3 women. Overall, in 12 of 13
women, exogenous addition of IVIG led to higher
Figure 1. A, Idiotype:antiidiotype (Id:anti-Id) ratio of antibodies against the major epitope of
La/SSB after intravenous immunoglobulin (IVIG) administration, in mothers who gave birth to a
child with neonatal lupus and mothers who gave birth to a healthy child. Horizontal dashed bars
show the mean. The mean Id:anti-Id ratio was significantly higher in the mothers who gave birth
to a child with neonatal lupus than in those who gave birth to a healthy child (P  0.0001). CHB 
congenital heart block. B, Id:anti-Id ratios in the IVIG preparations received by 13 of the 16
mothers. The Id:anti-Id ratio in the IVIG received by the mothers who gave birth to a child with
neonatal lupus (stars) was1, and the mean Id:anti-Id ratio in the IVIG received by these mothers
was higher than that in the IVIG received by mothers who gave birth to a healthy child (P 
0.0001). Labels below the bars show the patient number and week of IVIG administration.
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increases of antiidiotypic than of idiotypic activity. Ex-
amples of reactivity patterns are available upon request
from the corresponding author.
DISCUSSION
CHB is closely associated with the presence of
anti-Ro and anti-La antibodies (2). It has been hypoth-
esized that maternal autoantibodies trigger an inflam-
matory cascade that leads to irreversible fibrotic replace-
ment of the fetal AV node (3,14). Therefore, once
(third-degree) CHB develops in the fetus, it cannot be
reversed with any available treatment. The condition is
fatal in 20% of cases. The incidence of CHB is 10-fold
higher in the offspring of mothers who are positive for
anti-Ro and anti-La antibodies and have had a child with
neonatal lupus (8), comprising the group of high-risk
pregnancies. In these cases, prophylactic therapy would
be particularly beneficial.
Proposed mechanisms to explain how IVIG pre-
vents tissue damage have included the following: 1) it
increases elimination of maternal anti-Ro and anti-La;
2) it reduces transplacental transport of antibodies; and
3) it modulates the inhibitory signals on macrophages,
with consequent reduction of the inflammatory response
and fibrosis in the fetal heart (15–17). In the PITCH
study, IVIG was given to prevent development of CHB
in the fetuses of 20 high-risk pregnant women (11). In
parallel, a study using an identical treatment protocol in
15 high-risk pregnant women was conducted in Europe
(18). Both studies were discontinued after reaching the
stopping rule, i.e., detection of 3 cases of CHB among
the first patients who were enrolled (11,18). Despite the
finding that administration of IVIG at low doses does
not prevent the recurrence of CHB, it was of particular
interest to study how IVIG alters the Id–anti-Id network
of pathogenic autoantibodies in the sera of mothers
enrolled in the PITCH study.
Our previous work suggested that the presence of
anti-Id antibodies to autoantibodies against La/SSB may
protect the fetus by blocking the pathogenic maternal
autoantibodies (10). This finding prompted us to inves-
tigate in detail the Id–anti-Id network of anti-La/SSB
antibodies among mothers enrolled in the PITCH study.
Sixteen of 20 mothers who completed the PITCH study
were anti-La/SSB positive, and 3 gave birth to a child
with neonatal lupus (2 with CHB and 1 with rash). The
sera of the mothers of all 3 infants with neonatal lupus
had a significantly higher Id:anti-Id antibody ratio than
those of the mothers who gave birth to a healthy child,
suggesting an inadequate antiidiotypic response after
IVIG administration.
Therefore, unbalanced idiotypic antibodies, tar-
geting the major epitope of La/SSB by antiidiotypic
antibodies, may be an important determinant of neona-
Figure 2. Direct effect of IVIG on the Id–anti-Id network and the
level of pathogenic autoantibodies in 3 representative patients (pa-
tients 168 [A], 653 [B], and 467 [C]). Exogenous IVIG preparations
(5.7 mg/ml) were added to serum that had been collected during
pregnancy just prior to administration of IVIG treatments. Anti-Id
activity (anti-cpep) was substantially increased, whereas Id activity
(anti-pep) was not significantly affected. See Figure 1 for other
definitions.
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tal lupus occurrence in the offspring of mothers treated
with IVIG. However, it was unclear how each dose of
IVIG alters the anti-Id network and influences Id and
anti-Id antibody levels. To address this question, we
carried out detailed analyses of Id and anti-Id reactivity
in maternal sera at each time point of IVIG administra-
tion. Repeated IVIG administration led to a gradual
increase of anti-Id activity and a decrease of Id activity
in the majority of cases, bringing the levels of anti-Id
antibodies close to the levels of Id antibodies. However,
this was not the case for the mothers of the affected
children with neonatal lupus; in sera from these moth-
ers, anti-Id antibody titers did not approach those of the
Id antibodies.
Inadequate anti-Id response has been recently
correlated with the appearance of other autoimmune
diseases, such as type 1 diabetes mellitus (DM) (19).
Type 1 DM is characterized by the presence of autoan-
tibodies to glutamate decarboxylase 65 (GAD65) (20).
GAD65 antibodies often herald the onset of type 1 DM
by months or years and, together with other autoanti-
bodies to islet cells, are used to predict disease (21).
Recently, Oak et al demonstrated that masked GAD65
antibodies are present in the healthy population and the
absence of a particular anti-Id antibody, rather than
GAD65 antibodies per se, is a characteristic of type 1
DM (19). Consistent with this concept are our results,
which suggest the existence of masked Id antibodies (by
anti-Id antibodies) in the mothers who gave birth to a
healthy child. More specifically, we found that elimina-
tion of anti-Id antibodies from the sera of mothers
treated with IVIG substantially enhanced the autoanti-
body (Id) activity in 5 of 7 series of sera tested (but not
in the sera of 1 mother who gave birth to a child with
neonatal lupus).
The increase of anti-Id activity and decrease of Id
activity observed in many of the maternal sera following
IVIG administration could be attributed to direct addi-
tion of anti-Id antibody to the mothers’ sera. This
hypothesis was confirmed by examining the Id and
anti-Id antibody content of the different IVIG prepara-
tions administered to 13 of the 16 anti-La/SSB–positive
mothers enrolled in the PITCH study. These experi-
ments showed that all but 2 of the mothers had received
IVIG preparations with higher anti-Id activity than Id
activity. The 2 mothers in whom this was not the case
each gave birth to a child with CHB. Thus, it is plausible
that the reason IVIG did not prevent CHB in 2 mothers
was that they received IVIG with a high Id:anti-Id
activity ratio, and thus anti-Id antibodies were not
effectively increased.
Previous studies have indicated that IVIG exerts
reactivity against different autoantigens, as well as anti-
idiotypic antibodies (22–25). This reactivity is likely due
to the presence of polyreactive IgG antibodies and
anti-Id antibodies in the pooled plasma used for IVIG
fractionation (26,27). However, it can be augmented by
various chemical treatments to which the IgG molecules
have been subjected during the fractionation process
(22,28). More specifically, the production process of
commercial IVIG preparations (which differs among
brands) involves fractionation and virus inactivation
steps that include, in some cases, treatment at extreme
physical conditions. These procedures significantly af-
fect the autoreactivity of IVIG (22). Therefore, it is not
surprising that different brands and batches of commer-
cial IVIG (as used in the PITCH study) do not have
identical Id and anti-Id antibody content.
Exogenous addition, to individual women’s se-
rum, of the IVIG preparation that they had received at
each study time point during pregnancy led to a large
increase in anti-Id activity and a small decrease in Id
activity in the majority of sera tested. In this respect,
higher doses of IVIG (up to 2 mg/kg), which are
presumed to be safe in pregnancy (29,30), might be more
efficient for the prevention of neonatal lupus. Moreover,
given that the IVIG preparations administered to moth-
ers who gave birth to a child with CHB had an Id:anti-Id
activity ratio of 1, pretesting of IVIG and selecting
preparations with low Id–anti-Id potential for adminis-
tration to high-risk women might be more efficacious in
preventing neonatal lupus and CHB.
In conclusion, our study demonstrates that
IVIG preparations contain anti-Id antibodies, and their
administration can enhance the antiidiotypic anti-
body response in pregnant women who are positive for
anti-La/SSB. The success of IVIG therapy may be a
function of the anti-Id potential of each IVIG prepara-
tion as well as the Id:anti-Id ratio achieved in maternal
sera after administration of IVIG.
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ABSTRACT 
Background-Objective: Upregulated expression of Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and 
La/SSB autoantigens has been described at the salivary gland epithelial cells (SGEC) of 
patients with Sjögren's syndrome (SS). SGECs, the key regulators of autoimmune SS 
responses, express high levels of surface functional TLR3, whereas Ro52/TRIM21 negatively 
regulates TLR3-mediated inflammation. Herein, we investigated the effect of TLR3-signaling 
on the expression of Ro52/TRIM21, as well as Ro60/TROVE2 and La/SSB autoantigens, by 
SGECs. 
Methods: The effect of TLR3- or TLR4-stimulation on autoantigen expression was evaluated 
by polyI:C or LPS treatment, respectively, of SGEC-lines (10 from SS-patients, 12 from non-
SS controls) or HeLa cells, followed by analysis of mRNA and protein expression.  
Results: PolyI:C, but not LPS, resulted in a two-step induction of Ro52/TRIM21 mRNA 
expression by SGECs, a 12-fold at 6-hrs followed by a 2.5-fold increment at 24-48-hrs, 
whereas it induced a late 2-fold upregulation of Ro60/TROVE2 and La/SSB mRNAs at 48-hrs. 
Although, protein expression levels were not significantly affected, the late upregulation of 
Ro52/TRIM21 mRNA was accompanied by the nuclear redistribution of the protein, from 
nucleolar-like pattern to multiple coarse dots spanning the nucleus. These late phenomena were 
significantly mediated by IFNβ production, as attested by cognate secretion and specific 
inhibition experiments. TLR3-signaling had similar effects on SGECs obtained from SS 
patients and controls, whereas it did not affect the expression of these autoantigens in HeLa 
cells. 
Conclusion: TLR3-signaling regulates the expression of autoantigens by SGECs, implicating 
innate immunity pathways in their overexpression at inflamed tissues and possibly in their exposure to 
immune system. 
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INTRODUCTION 
Sjögren’s syndrome (SS) is a chronic systemic autoimmune disease characterized by the 
presence of autoantibodies against the protein component of the human intracellular 
ribonucleoprotein-RNA complexes and more specifically the proteins Ro52/TRIM21, 
Ro60/TROVE2 and La/SSB.  
The mechanisms mediating the exposure of intracellular autoantigens to the immune system 
and the production of sufficient amounts of autoantibodies are largely unknown. The critical 
overview of the published data supports that autoimmune humoral responses are antigen 
driven, since: a) most of autoantibodies detected are of the IgG class, suggesting that an 
antigen-dependent T-cell help should be provided (1), b) the autoimmune responses are mainly 
polyclonal, targeting multiple epitopes within the autoantigen (1), and c) immunization of 
experimental animals with fragments of the autoantigens results in intra- and inter-molecular 
spreading of the immune response, similar to that observed after immunization with foreign 
antigens (2, 3). The affected exocrine glands appear to serve as a major site of autoantibody 
formation, because a) saliva of SS patients contains high levels of IgG and anti-Ro/SSA and 
anti-La/SSB autoantibodies, b) ectopic germinal centers in the salivary glands are seen in 
around 20% of patients and contain autoreactive B cells, and c) many of the infiltrating plasma 
cells contain intracytoplasmic immunoglobulins with anti-Ro/SSA activity (4, 5). In this venue, 
the epithelial cell appears to play a central role. Indeed, the main characteristic of the 
immunopathologic lesion of SS is the activation of epithelial cells; salivary gland epithelial 
cells (SGEC) are potent regulators of local innate and adaptive immune responses, since they 
bear the functional armamentarium of an antigen-presenting cell, including MHC-class II 
molecules and translocation of nuclear autoantigens into cytoplasm and cellular membrane. 
Also, they express plethora of functional immunoregulatory molecules, including 
costimulatory molecules, cytokines, chemokines and TLRs. TLR3 expression deserves 
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particular attention, since: a) its constitutive expression by SGECs is high and, in contrast to 
the cytoplasmic localization that is described in resting immunocytes, it is localized on the cell-
surface suggesting an activation of this pathway in SGECs b) it is functional, since TLR3 
stimulation on SGECs by polyI:C results in the up-regulation of several immune-modulatory 
molecules, as well as anoikis–induced cell death (6-8), and c) its natural ligand is dsRNA, that 
can be delivered locally either from viruses or damaged cells (9). 
Ro52/TRIM21 has been implicated in the negative regulation of TLR3 mediated inflammation 
by promoting the ubiquitination and subsequent proteasomal degradation of interferon 
regulatory factors (IRFs) 3, 5, 7 and 8 (10, 11). On the other hand, interferons (IFNs), which 
are produced upon TLR3 ligation, have been shown to up regulate Ro52/TRIM21 expression 
(12, 13). Although the regulatory role of Ro52/TRIM21 in TLR3 signaling is well-established, 
the reciprocal interaction has never been studied.  
Herein, we investigated the effect of TLR3 signaling on the expression of Ro52/TRIM21, and 
the other autoantigens of the Ro/La ribonucleoprotein hY-RNA complex Ro60/TROVE2 and 
La/SSB, in non-neoplastic long-term cultured SGECs, as well as in neoplastic epithelial HeLa 
cells that served as a control cell-line. TLR3, but not TLR4, signaling was found to result in a 
two-step induction of Ro52/TRIM21 mRNA expression by SGECs, while Ro60/TROVE2 and 
La/SSB mRNAs were up-regulated to a lesser -yet significant- extent. The second step 
increment of Ro52/TRIM21 mRNA expression was accompanied by protein redistribution at 
the nucleus of the living cells. The late mRNA induction and protein redistribution were 
largely mediated by IFNβ production. In contrast to SGECs, TLR3 signaling in HeLa did not 
affect the expression and localization of autoantigens, as well as IFN production, suggesting a 
differential regulation of signaling pathways in non-neoplastic and neoplastic epithelial cells.  
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MATERIALS & METHODS 
Reagents. Mouse monoclonal antibodies (mAbs) against human Ro60/TROVE2 (clone 1F2) 
and La/SSB (clone 1D6-H5) were purchased from AbD-Serotec (Oxford, UK), whereas against 
β-actin (clone 2F1-1) from Biolegend (San Diego, CA, USA). Rabbit polyclonal antibodies 
against human Ro52/TRIM21, IFNβ (for use in paraffin-embedded tissues) and histone-H4 
were from Novus-Biologicals (Cambridge, UK), Merck Millipore (Darmstadt, Germany) and 
Biolegend, respectively. The monoclonal and polyclonal isotype-matched antibody controls 
were from Dako (Glostrup, Denmark). Neutralizing mAbs against human IFNα (clone 
MMHA-2) and IFNα/β receptor chain2 (clone MMHAR-2) were from PBL Interferon Source 
(Piscataway, NJ, USA), those against human IFNβ (clone 76703) and IFNγ (clone 25718) from 
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA), whereas isotype-controls were from BD-Biosciences 
(Franklin Lakes, New Jersey, USA).  
Secondary antibodies used in confocal microscopy included goat anti-mouse IgG, DyLightTM 
549-Conjugated (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA), Alexa Fluor®488 F(ab’)2 fragment 
of goat anti-rabbit IgG, and Alexa Fluor®546 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA). Secondary antibodies conjugated with alkaline phosphatase, such as 
Pierce goat anti-mouse IgG (Thermo Scientific) and goat anti-rabbit Igs (Dako) were applied in 
immunoblotting. 
Commercially available ELISA kits were used for the assessment of cytokine production. 
Human IFNα, IFNβ and IFNγ ELISA kits were from Life Technologies, IL-7 from R&D 
Systems, whereas IL-2, IL-4 and IL-17 from Biolegend. 
The analogue of TLR3 ligand polyinosinic:cytidylic acid (polyI:C) and the TLR4 ligand 
lipopolysaccharide (LPS; Escherichia coli) were purchased from Sigma (St Louis, MO, USA).  
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Cell lines. Non-neoplastic, long-term cultured SGEC lines were established by standard 
explant outgrowth technique (14) from a lobule of minor salivary gland (MSG) biopsy 
obtained from individuals undergoing diagnostic evaluation for Sjögren’s syndrome (SS). 
Twenty-two SGEC lines were included in the study. Ten were obtained from SS patients 
according to the American–European SS classification criteria (15) and twelve from non-SS 
controls (individuals that were complaining for sicca symptoms and were not fulfilling the 
above-mentioned criteria, had a negative biopsy and did not exhibit serological features 
consistent with SS). Six out of ten SS patients were positive for anti-Ro52/TRIM21, four for 
anti-Ro60/TROVE2 and three for anti-La/SSB autoantibodies. All samples were gathered and 
used after informed consent. The study was approved by the Ethics Committee of the School of 
Medicine, National University of Athens, Greece (Protocol No.: 5107). The purity and 
epithelial origin of cultured SGEC lines, was routinely verified by morphology, the uniform 
expression of epithelial-specific markers and the absence of markers indicative of 
lymphoid/monocytoid cells (14).  
The neoplastic HeLa cells were cultivated in DMEM medium (Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 2 mM L-glutamine, 100 U/ml 
penicillin, and 100 mg/ml streptomycin (all from Life Technologies). 
The lack of endotoxin contamination was investigated by routinely testing all culture reagents 
by the chromogenic Limulus amebocyte lysates assay (Sigma, St Louis, MO, USA). 
Stimulation of TLRs on epithelial cells. SGECs or HeLa were cultured to confluence in 
collagen-treated 6-well plates or 16-well chamber slides (Nalge Nunc International, Rochester, 
NY, USA) as previously described (14). Subsequently, cells were exposed to medium alone or 
medium containing polyI:C, (5-µg/ml, TLR3 ligand) or LPS (1-µg/ml, TLR4 ligand) for 
various time-points (6, 12, 24, 48 and 72-hrs). In preliminary experiments, the effect of 
treatment with suboptimal (0.5-µg/ml) or optimal (5-µg/ml) concentrations of polyI:C (6) was 
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evaluated. HeLa cells served as a control epithelial cell line. The effect of TLR signaling on the 
expression of Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and La/SSB molecules at the mRNA level was 
examined by real-time quantitative PCR and at the protein level by confocal microscopy and 
immunoblotting analyses.  
Reverse transcription–quantitative polymerase chain reaction (RT–qPCR). DNase-treated 
RNA was isolated using the mirVana™ PARIS™ kit (Ambion, Applied Biosystems, USA) and 
the Ambion® TURBO DNA-free™ kit (Ambion). cDNA was prepared from 0.25-µg RNA by 
the High Capacity RNA to DNA kit (Applied Biosystems). Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 
and La/SSB mRNAs were analyzed by quantitative real-time PCR using commercially 
available primers specific for each molecule (TaqMan® Gene Expression Assays, Applied 
Biosystems). Human HPRT1 (TaqMan® Gene Expression Assays) served as the reference 
gene. All samples were run in duplicates. The relative quantification of PCR products was 
performed by the 2-∆∆CT method (16) using HeLa cells as the calibrator. The PCR conditions 
were the same for all genes and consisted of an initial denaturation step at 95 °C for 10-min, 
followed by 50 cycles of 95 °C for 15-sec and 60 °C for 1-min.  
Confocal microscopy. The expression and localization of Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and 
La/SSB proteins were assessed by confocal microscopy in SGECs grown in 16-well chamber 
slides (Nalge Nunc), as previously described (7). Briefly, cells were fixed with methanol for 
10 min followed by acetone for 2 min at −20 °C. Nonspecific antibody binding was blocked by 
incubation with 1.5% non-immune fetal bovine serum. The incubation with antibodies against 
human Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and La/SSB proteins or isotype-matched control 
antibodies was performed overnight at 4 °C in a humidified chamber and was followed by 30-
min incubation with appropriate fluorescence-conjugated secondary antibodies at room 
temperature. Images were acquired by an Olympus FV1000 confocal laser scanning 
microscope. 
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Immunoblotting analysis. The expression of Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and La/SSB 
proteins by SGECs or HeLa cells was also evaluated by standard SDS-PAGE electrophoresis 
of nuclear or cytoplasmic extracts followed by immunoblotting with specific antibodies (17). 
Briefly, nuclear or cytoplasmic extracts of resting, polyI:C or LPS-treated SGECs were 
prepared by the NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent (Thermo Scientific), 
electrophorized in 10% polyacrylamide gels and transferred to PVDF membranes (Millipore). 
Immunoblotting was performed with specific or isotype control antibodies in 1% skim milk in 
TBS/0.1% Tween-20 for 2-hrs, followed by an 1-hr incubation with the appropriate alkaline 
phosphatase-conjugated secondary antibodies. Signals were visualized by enhanced 
chemiluminescence using the CDP-Star substrate (Roche). 
Assessment of interferon production. TLR3 signaling has been strongly associated with the 
induction of interferon expression. The production of interferons as a response to TLR 
stimulation was investigated in resting, polyI:C or LPS-treated SGECs or HeLa cells at both 
mRNA and protein level. The expression of IFNα, IFNβ and IFNγ mRNAs was examined by 
quantitative real-time PCR using commercially available specific TaqMan® Gene Expression 
Assays (Applied Biosystems). The secretion of respective interferons was investigated in cell-
free culture supernatants of resting, polyI:C or LPS-treated epithelial cells by specific 
commercial enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA), according to the manufacturer’s 
instructions. Supernatants were collected at the end of cultivation period and kept at -80°C 
until further testing. 
Interferon blockade. The implication of interferons in the TLR3-mediated modulation of the 
Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and La/SSB expression was evaluated by the addition of 
specific neutralizing antibodies against IFNα (5µg/ml), IFNβ (10µg/ml), IFNγ (5µg/ml) or 
IFNα/β receptor (5µg/ml) 30-min before treatment with polyI:C.  
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Statistical Analyses. Statistical analyses were performed by the non-parametric Mann-
Whitney test, using the GraphPad-Prism 4.0 software (GraphPad Software, San Diego, CA, 
USA). Only statistically significant differences are reported.  
 
RESULTS 
Prolonged TLR3 stimulation leads a significant proportion of epithelial cells to apoptotic 
cell death via anoikis 
In line with previous data (6), prolonged polyI:C stimulation resulted in the detachment-
induced apoptotic cell death or anoikis of SGECs. This was evident from 24-hrs of treatment 
and reached approximately 30-40% cell loss at 72-hrs of treatment. On the contrary, LPS 
treatment did not result in detectable loss of cell anchorage and subsequent apoptotic death.  
PolyI:C treatment induces a two step increment of Ro52/TRIM21 mRNA expression in 
SGECs, but not in HeLa cells. 
Stimulation of TLR3 for several time points (6, 12, 24, 48, 72 hrs) resulted in a significant 
upregulation of Ro52/TRIM21 mRNA expression, which was readily evident from 6-hrs [mean 
fold increase±standard error (SE): 12.07±3.12, p<0.0001] (Figure-1A). This expression 
remained mainly unchanged until 12- to 24-hrs and was followed by a second-step increment 
that peaked at 48-hrs (mean fold increase±SE: 2.46±0.27, p<0.0001). However, stimulation 
with polyI:C was not found to readily affect Ro60/TROVE2 and La/SSB mRNA levels. Their 
expression was slightly, but statistically significantly, increased upon 48-hrs of treatment 
(mean fold increase±SE: 2.00±0.23, p=0.0002 and 1.70±0.12, p=0.0014 for Ro60/TROVE2 
and La/SSB mRNAs, respectively) (Figure-1B, C). The levels of expression of Ro52/TRIM21, 
Ro60/TROVE2 and La/SSB mRNAs, as well as their pattern of induction by polyI:C 
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treatment, was not found to differ between SGEC lines obtained from SS patients and non-SS 
controls and it did not correlate with the presence of autoantibodies against any of these 
proteins (data not shown). On the other hand, stimulation with LPS, which is the ligand of 
TLR4, had no effect on the expression levels of Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and La/SSB 
mRNAs by SGECs. In contrast to SGECs, the expression of Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 or 
La/SSB mRNAs by HeLa neoplastic cells was not affected by either polyI:C or LPS treatment 
(Figure-1).  
PolyI:C treatment induces the redistribution of Ro52/TRIM21 protein at the nucleus of 
SGECs, but not HeLa cells. 
PolyI:C treatment has not been found to affect the levels of Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 
and La/SSB proteins in SGECs, as attested by immunoblotting and confocal microscopy 
analysis (Figure-2). However, polyI:C stimulation resulted in late (48- and 72-hrs) nuclear 
redistribution of Ro52/TRIM21 protein in SGECs. Confocal microscopy revealed low 
cytoplasmic and strong nuclear staining of Ro52/TRIM21 protein in resting SGECs. This 
nuclear Ro52/TRIM21 staining was localized in one to three nuclear dots, resembling nucleolar 
staining. This pattern of expression remained unchanged during the first 24-hrs of polyI:C 
treatment, whereas it changed in late treatments, after 48-hrs. At 48- and 72-hrs, the nucleolar-
like pattern of Ro52/TRIM21 expression changed to multiple coarse dots spanning throughout 
the nucleus (Figure-2B). Treatment with LPS had no effect on Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 
and La/SSB protein expression or distribution (Figure-2B). In accordance with mRNA results, 
SGEC lines obtained from SS patients and non-SS controls responded similarly. Suboptimal 
(0.5-µg/ml polyI:C) and optimal (5-µg/ml polyI:C) stimulation of TLR3 (6) had similar effects 
on Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and La/SSB mRNA and protein expression (data not 
shown). 
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Neither polyI:C nor LPS stimulation had an effect on Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and 
La/SSB protein expression or distribution in HeLa cells. However, the constitutive expression 
pattern of Ro52/TRIM21 was different from that of SGECs. Ro52/TRIM21 protein was 
localized at nucleolar-like structures, but it mainly resided at the cytoplasm and was not 
affected by TLR signaling (data not shown and Figure-3B).  
The late polyI:C-induced upregulation of Ro52/TRIM21 mRNA expression and protein 
redistribution in SGECs is mainly mediated by IFNβ production  
The fact that the second step increment of Ro52/TRIM21 mRNA and its nuclear redistribution 
in SGECs upon polyI:C treatment are late phenomena, suggests that they are mediated by a 
factor produced downstream of TLR3 signaling. Taking into consideration that these 
phenomena were not evident upon LPS treatment, which mainly leads to the production of 
TNFα, and that interferons, the major cytokines induced by TLR3 stimulation, are potent 
inducers of Ro52/TRIM21 expression, we investigated the participation of interferons in the 
polyI:C-induced Ro52/TRIM21 mRNA induction and protein redistribution. As expected, 
exogenous administration of type-I and II interferons, such as IFNα, IFNβ and IFNγ, readily 
resulted in significant upregulation of Ro52/TRIM21 mRNA levels, which was evident from 6-
hrs of treatment and remained relatively stable thereafter (mean fold induction of 6-hrs vs 
untreated SGECs±SE: 3.0±0.05, 7.7±1.1 and 7.0±0.9 for IFNα, IFNβ and IFNγ, respectively). 
Similarly, treatment of HeLa cells with IFNα, IFNβ and IFNγ for 6-hrs led to a respective 
12.6±0.05, 10.7±1.2 and 5.8±1.15 fold induction of the constitutive Ro52/TRIM21 mRNA 
expression, which remained unchanged thereafter. Furthermore, the exogenous administration 
of IFNα, IFNβ or IFNγ in SGECs, but not in HeLa cells, caused the above-described nuclear 
redistribution of Ro52/TRIM21 from nucleolar-like pattern to multiple coarse dots, an effect 
that was evident from 24-hrs of treatment (Figure-3). 
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Subsequently, we investigated the interferon mRNA and protein expression by resting and 
polyI:C-stimulated SGECs. Expression of IFNβ mRNA, but not IFNα or IFNγ, was induced in 
polyI:C-treated SGECs. In fact, IFNβ mRNA was robustly upregulated at 6-hrs of polyI:C, but 
not LPS, treatment (mean fold induction±SE: 1972±797) and declined thereafter (Figure-4A). 
In line with mRNA induction, secretion of IFNβ protein was detected in culture supernatants of 
polyI:C-treated SGECs. IFNβ secretion was evident from 6-hrs of treatment and peaked at 12-
hrs (Figure-4B), suggesting that it can be implicated in the second step mRNA increment and 
the nuclear redistribution of Ro52/TRIM21 protein in SGECs. Production of IFNα was not 
detected, whereas the stable, low amounts of IFNγ that were found in the culture supernatants 
of resting or polyI:C-treated SGECs were due to the culture medium used, as attested by the 
lack of mRNA detection and the identification of similar levels of IFNγ in unused culture 
medium (Figure-4B). Neither polyI:C, nor LPS treatment were found to induce interferon 
mRNA expression or secretion in HeLa cells (data not shown). The secretion of IL-2, IL-4, IL-
6, IL-7 and IL-17 by resting, polyI:C or LPS treated epithelial cells was also investigated. As 
expected, resting or treated SGECs and HeLa were found to constitutively secrete significant 
amounts of IL-6, whereas they did not express IL-2, IL-4 and IL-17. In line with previous data 
(18), polyI:C was found to induce IL-7 secretion from 12-hrs in both SGECs and HeLa cells 
with the peak to be observed at 72-hrs (20-fold and 10-fold, respectively). Similarly to polyI:C 
stimulation, LPS resulted in a 10-fold upregulation of IL-7 secretion by HeLa cells but it was 
found unable to stimulate its production by SGECs.  
The role of interferons in the induction of Ro52/TRIM21 mRNA expression and protein 
redistribution in SGECs was further verified by blocking each interferon (IFNα, IFNβ or IFNγ) 
or the common type-I interferon receptor (IFNαβ-receptor) with specific neutralizing 
antibodies or isotype-controls. From these, antibodies against IFNβ or the common IFNαβ-
receptor were found to significantly inhibit the polyI:C-driven mRNA increment (57,62% and 
44,11% inhibition at 48-hrs of treatment, respectively) or nuclear redistribution of 
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Ro52/TRIM21 in SGECs (Figure-5). Actually, the neutralizing antibodies to IFNβ and the 
common IFNαβ-receptor blocked 66.2% and 86.5%, respectively, of the second step increment 
of polyI:C-induced Ro52/TRIM21 mRNA expression (12-48-hrs) (Figure-5B). 
 
DISCUSSION 
The present study has clearly shown that TLR3 signaling in non-neoplastic human epithelial 
cells derived from salivary gland biopsies (SGEC) leads to a robust expression of the 
autoantigen Ro52/TRIM21 and a low, but statistically significant upregulation, of the other 
autoantigens of the Ro/La hYRNA ribonucleoprotein complex. A two step upregulation of 
Ro52/TRIM21 mRNA was stimulated by TLR3, but not TLR4, signaling in SGECs, in two 
phases; an early phase at 6 to 12-hrs, and a late phase, at 24 to 48-hrs, that was largely 
mediated by the type-I interferon pathway. Interestingly, the late Ro52/TRIM21 mRNA 
increment in SGECs was accompanied by a nuclear redistribution of the Ro52/TRIM21 protein 
from nucleolar-like pattern to multiple nuclear dots spanning throughout the nucleus. Both late 
phenomena were partially, but significantly, inhibited by IFNβ blockade, whereas TLR3 
signaling in SGECs was associated with secretion of IFNβ, but not IFNα nor IFNγ. 
Ro52/TRIM21 protein, with its capacity to act as an Ε3 ubiquitin-protein ligase (19, 20) that 
mediates the ubiquitination and subsequent proteasomal degradation of interferon regulatory 
factors (IRFs 3, 5, 7 and 8), has been implicated in the negative regulation of TLR3, TLR7 and 
TLR9 signaling and subsequent type-I interferon production (10, 11). On the other hand, 
proinflammatory stimuli, such as exposure to IFNα or nitric oxide has been described to induce 
the expression and nuclear translocation of Ro52/TRIM21 (13, 21), suggesting that, upon 
danger signals, Ro52/TRIM21 may ubiquitinate nuclear substrates. However, the significance 
of the nuclear localization and redistribution of Ro52/TRIM21 protein in non-neoplastic 
SGECs, including its substrate or interacting nuclear elements, needs to be elucidated. In 
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neoplastic epithelial HeLa cells, the response to TLR3 stimuli and the pattern of expression of 
Ro52/TRIM21 molecules has been found to differ from the one in SGECs, suggesting that 
different pathways are operating in neoplastic and non-neoplastic cells.  
The exact etiopathogenic pathways underlying SS remain unclear. Although an infectious 
agent has for long been suspected as the etiologic agent of SS, no study has been conclusive so 
far. Epithelial cells are considered as important players in the pathogenesis of the disorder (8). 
Indeed, clinical observations demonstrated that organ involvement, beyond the exocrine glands 
is mainly due to massive lymphocytic invasion, surrounding and infiltrating the epithelial 
structures (22). Careful examination of salivary glands reveals activated T- and B-lymphocytes 
surrounding the salivary ducts. Epithelial cells are also activated since they express regulatory 
and inflammatory cytokines, chemokines, as well as costimulatory and accessory molecules 
capable of inducing autoimmune responses. Furthermore, studies on long-term cultured non-
neoplastic SGECs have shown that they are fully equipped with molecules necessary for 
antigen presentation, transmittance of activation signals to T-cells, recruitment of immune cells 
and perpetuation of immune responses. Moreover, SGECs have been reported to constitutively 
express high levels of several Toll-like receptors. Among them, the constitutive expression of 
TLR3 was found to be remarkably increased in cultured SGECs, as compared to various other 
types of cells, including macrophages and lymphocytes (7). A major role of TLR3 in the 
pathogenesis of autoimmune sialadenitis, has also been suggested from studies conducted in 
mice. In fact, the administration of polyI:C in mice prone to develop a SS-like disease results 
in a transient, but significant, loss of function of their salivary glands that is accompanied by an 
upregulation of various type I IFN-responsive genes in situ (23). Subsequent studies from the 
same group have reported that polyI:C injection to NZB/W-F1 mice led to upregulation of 
various chemokines, followed by an early recruitment of dendritic and NK cells and later of B 
cells at their submandibular glands (24). Finally, experiments conducted on several strains of 
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knockout mice treated with polyI:C showed that a combined action of type-I interferons and 
IL-6 contribute toward salivary gland hypofunction (25).  
As described in the opening lines of this report, the major site for autoantibody formation is the 
affected epithelial tissue. Several studies have demonstrated increased rates of apoptosis at the 
ductal and acinar glandular epithelia of SS patients (26-29). Apoptotic cell death of SS 
epithelia represents a potential mechanism whereby nuclear antigens, such as Ro52/TRIM21, 
Ro60/TROVE2 and La⁄SSB autoantigens, are presented to the immune system in an 
immunogenic fashion (30). During early apoptosis, La⁄SSB has been shown to redistribute 
diffusely to the cytoplasm. In later phases, Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and La⁄SSB 
autoantigens have been shown to mainly locate on the surface of apoptotic blebs and bodies 
(31). Likewise, apoptosis is a procedure that could introduce autoantigens for presentation to 
autoreactive T cells. The role of apoptosis of epithelial cells in the induction of SS has been 
recently shown in vivo in an experimental mouse model. In this model, silencing of IκΒ-ζ 
expression in lacrimal epithelial cells led to increased apoptosis of the epithelial cells within 
the lacrimal glands and the development of a SS-like inflammatory lesion associated with high 
titers of serum anti-Ro/SSA and anti-La/SSB antibodies. Administration of caspase-inhibitors 
inhibited the process, proving, eventually the significant role of apoptosis in the induction of 
the disease (32). 
Our data show that the mediator of the increment of the autoantigens in SGECs is IFNβ. Type-I 
and II interferons have been strongly implicated in the pathophysiology of SS. More 
specifically, apart from the initial description of increased levels of circulating type I 
interferons in patients with SS and SLE (33), accumulated data presented over the last few 
years suggest that the activated type-I interferon pathway plays a major role in the 
pathogenesis of SS, since type-I IFN-inducible genes are over-expressed in MSGs and 
peripheral lymphocytes of SS patients [reviewed in (34)]. Moreover, the detection of a high 
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number of IFNα producing plasmacytoid dendritic cells in the MSGs of SS patients compared 
to control tissues suggests their preferential homing within the target tissue (35-37). In line 
with that, recent findings derived from the affected salivary glands in SS demonstrated that the 
epithelial cells display both type-I and type-II interferon signature, whereas the surrounding 
lymphocytes type-II (38). In a broader view, these findings suggest that the major cytokines of 
the innate immunity (type-I interferons), which can mediate apoptotic cell death upon the 
appropriate stimulation, co-exist and probably co-operate with the immunoregulatory cytokine 
IFNγ, the major inducer of specific adaptive immune responses within the pathologic lesions 
(38). The exact triggering of interferon production in the tissues of SS patients is not yet 
known; endogenous ligands might very well be implicated. In previous studies, it was shown 
that apoptotic bodies in complex with antibodies can serve as type-I interferon inducers (39). 
Other studies revealed that ribonucleoprotein complexes containing small RNA molecules (e.g. 
hY1-RNA), which are prominent targets of the autoimmune responses in SS, can also trigger 
interferon production via TLR3 or TLR7 ligation of their RNA part (40, 41). Also, IFNγ is 
considered to boost signaling via TLR3 and subsequent type-I interferon responses (42), which 
in turn augment the expression of autoantigens, apoptosis and consequently the release of 
apoptotic bodies fully loaded with autoantigens that will further trigger TLR and interferon 
responses, creating thus a vicious cycle and providing another mechanism for the co-operation 
of the two types of interferons in regulating the augmentation and maintenance of TLR-
mediated immune responses (38).  
In summary, TLR3 stimulation in SGECs causes an immediate and an indirect, IFNβ-
dependent, upregulation of Ro52/TRIM21. This mechanism can create large quantities of the 
intracellular autoantigens that become visible to the immune system through the induction of 
epithelial cell apoptosis, and release of the autoantigen in the apoptotic blebs. Thus, our 
findings implicate TLR3, as the molecule at the crossroads of innate and adaptive immunity, 
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since its ligation provides not only signals for interferon production, but also active synthesis 
of the intracellular autoantigen that can eventually prime adaptive immune responses.  
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LEGENDS TO THE FIGURES 
Figure 1. Mean fold increase of mRNA expression following polyI:C (PIC) or LPS treatment of 
SGECs or HeLa cells. A. In SGECs, Ro52/TRIM21 mRNA induction was evident from 6-hrs of 
polyI:C treatment, remained stable until 12- to 24-hrs and raised 2.5 folds at 48-hrs (bold continuous 
line). LPS did not affect Ro52/TRIM21 mRNA expression (discontinuous line). Neither PolyI:C (thin 
continuous line) nor LPS (dotted line) affected Ro52/TRIM21 mRNA expression by HeLa cells. B. 
Treatment of SGECs with polyI:C was found to result in a slight, but statistically significant, 
Ro60/TROVE2 mRNA induction at 48-hrs (bold continuous line), whereas LPS had no effect 
(discontinuous line). Ro60/TROVE2 mRNA expression in HeLa cells was not affected by polyI:C (thin 
continuous line) or LPS (dotted line) treatment. C. Similarly, treatment of SGECs with polyI:C caused a 
slight, but statistically significant, La/SSB mRNA induction at 48-hrs (bold continuous line), whereas 
LPS had no effect (discontinuous line). In HeLa cells, neither polyI:C (thin continuous line) nor LPS 
(dotted line) affected La/SSB mRNA expression. Standard Errors are representative of all 22 SGEC 
lines and 3 different experiments on HeLa cells.  
 
Figure 2. PolyI:C treatment does not affect the levels of Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 or 
La/SSB protein expression, but induces a late redistribution of Ro52/TRIM21 in the nucleus of SGECs. 
A. Immunoblotting analysis did not reveal any notable changes in protein expression levels of 
Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and La/SSB in either cytoplasmic (left side) or nuclear (right side) 
extracts of SGECs upon polyI:C (PIC; upper panel) or LPS (lower panel) treatment. β-actin and 
histone-H4 were used as loading controls for cytoplasmic and nuclear extracts, respectively. A 
representative example of 7 SGEC lines is shown. B. Confocal microscopy analysis revealed that 
polyI:C treatment induced a nuclear redistribution of Ro52/TRIM21 protein in SGECs. In untreated 
cells, Ro52/TRIM21 is localized at the cytoplasm and one or two nuclear dots, resembling nucleolar 
staining. This pattern of nuclear expression remained stable until 24-hrs, whereas at 48- and 72-hrs it 
was redistributed to multiple coarse dots spanning the nucleus. LPS treatment had no effect on 
Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 and La/SSB protein expression or distribution. A representative 
example of 13 SGEC lines (8 from SS and 5 from non-SS controls) is shown.  
 
Figure 3. Treatment with IFNα, IFNβ or IFNγ induces the nuclear redistribution of 
Ro52/TRIM21 protein in SGECs, but not in HeLa cells. A. Interferon treatment of SGECs led to the 
nuclear redistribution of Ro52/TRIM21 protein from nucleolar-like pattern to multiple coarse dots 
spanning throughout the nucleus from 24-hrs. Representative example of 3 SGEC lines is shown. B. 
Treatment with IFNα, IFNβ or IFNγ did not significantly alter the expression of Ro52/TRIM21 protein 
in HeLa cells. Figures are representative of 3 different experiments. 
 
Figure 4. Production of interferons (IFN) by SGECs. A. Histogram indicating the mRNA 
production of IFNα, IFNβ and IFNγ by resting or polyI:C (PIC) treated SGECs. Treatment with polyI:C 
readily induced the expression of IFNβ, but not IFNα or IFNγ, mRNA in SGECs at 6-hrs and this 
expression declined thereafter. B. Histogram indicating the secretion of interferons by resting or 
polyI:C treated SGECs. Treatment with polyI:C induced IFNβ secretion since 6-hrs with a peak at 12-
hrs. Minute stable amounts of IFNγ were detected in resting (0-hrs), polyI:C-treated SGECs and unused 
cultured medium (KBM), whereas IFNα was not detected. Standard Errors correspond to results from 3 
SGEC lines. 
 
Figure 5. Blockade of interferons by specific neutralizing antibodies revealed that the polyI:C-
induced upregulation of Ro52/TRIM21 mRNA and protein redistribution is significantly mediated by 
IFNβ. A. Histogram showing the inhibition of Ro52/TRIM21 mRNA expression in resting or polyI:C 
(PIC) treated SGECs by specific neutralizing antibodies against IFNα, IFNβ, IFNγ or the common 
IFNαβ-receptor (IFNαβR). Antibodies against IFNβ or the common IFNαβ-receptor significantly 
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inhibit the polyI:C-driven mRNA increment, an effect that is more evident at the late increment (12-48-
hrs; red box). B. Blocking of polyI:C-induced redistribution of Ro52/TRIM21 protein by neutralizing 
antibodies against IFNα, IFNβ, IFNγ or IFNαβ-receptor. Antibodies against IFNβ and IFNαβ-receptor, 
but not against IFNα or IFNγ, block the polyI:C-driven nuclear redistribution of Ro52/TRIM21 in 
SGECs. Figures of blocking experiments at SGECs treated with polyI:C for 72-hrs are shown. These 
are representative of 3 distinct experiments.  
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